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I GEシリーズの発刊にあたって
地球上の環境は,今,かつてない大きな問題に当
面しております｡世界各地で進行している生態系の
急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも
たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一
方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球
外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ
ります｡生態系の崩壊を防ぎ,より豊かな環境を創
造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ
ている時はありません｡
本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝
子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か
し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,釈
たな人間環境の創造に貢献することを目指しており
ます｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際的
であり,多分野の研究者との相互交流と協力によっ
て,はじめて達成されるものであります｡本研究セ
ンターでは,ワークショップによる研究者間の討論
と意見交換を重視するとともに,その成果をより多
くの方々にご利用いただく出版活動にとり組んでお
り　ます｡ここに発刊しますIGE(Institute of
Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力
の一環であります｡
本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ
ておりますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ
ろうと考えております｡すなわち, (i)特定のテー
マ,又はトピックについての解明に関するもの(*
印を付します), (ii)特定のテ-7J又はトピックに
関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの
(* *印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的
交流,対話を試みるもの(***印)であります｡
このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し
でも立つことを願って,発刊の辞とします｡
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遺伝生態の諸問題についてそれぞれ異なった分野からの接近について,
話題を提供していただく前に,我々が当遺伝生態研究センター発足当時に
イメージした遺伝生態とは何かについて,少しコメントを述べて開会の挨
拶に代えたいと思います｡生物たちとそれを取り巻く環境は,生態系を形
づくっています｡自然の生態系の中で植物,動物,微生物に属するさまざ
まな生物は,互いに依存し競合して生活しております｡従来の生態学はこ
の生物たちの｢生きざま｣をどちらかと言えばありのまま研究してきまし
た｡また,一方遺伝学は主として,生物の体に中に秘められている遺伝子
を探求してきました｡この環境の中で生物は進化し,あるものは衰退しあ
るものは繁栄してきました｡
我々は,当センター発足にあたって生態系における種の生活の研究に遺
伝子視点を導入し,生物が複雑な環境変化に対応する際どのような遺伝子
情報が重要となるか,また個体によって,これらの遺伝子情報にどのよう
な相違が存在するかを,実験的手法をもって解明することを目指しました｡
実験的手法をもって解明を目指すのは, (1)生物の生態形成に及ぼす生
態因子の影響とそのメカニズムの解析, (2)さまざまの環境のストレス下
で個体が示す反応の差異の遺伝的解析, (3)遺伝子を組み替えた生物の生
態系における行動の解析, (4)生物体とそれを直接とりまく環境との間の
交互作用の化学的,微生物学的解析などです｡その後(5)臨界環境におけ
る生物の動態の解析が新たに加わりました｡これらの研究目標を推進する
東北大学遺伝生態研究センター
ごにあたっては,それぞれの項目に一研究部門が対応することにしました｡そ
れぞれの,研究部門が具体的に推進した研究は次のようなものであります｡
すなわち, (1)種の遺伝子情報の発現に必要な生態因子を研究する, (2)
生態系における種に遺伝性と変異性,特に種々の環境ストレス下において
特定環境への適応に有用な遺伝的変異を研究する, (3)人為的に遺伝子を
改造した植物の生態系における動態を研究する, (4)植物の地下部の環境
において,主として土壌微生物の面からの働きを,植物の種特異性との関
連を中心に研究する, (5)予想される地球環境の変化が,植物の成育や微
生物の生活にどのような影響を及ぼすかを実験的に研究する,などであり
ます｡
これらの研究を具体的に推進するにあたっては,いづれも生態系に生存
する生物がさまざまな環境の下で生活する場合の遺伝的基礎を研究の基盤
に置く視点を,常に持つようにしたのであります｡それを図示したのが第
1図であり､ます｡ここでは,我々の目指した遺伝生態と言う研究分野は従来
の生態学領域と遺伝学領域の双方にまたがり,それを端的に｢生態系にお
ける生物の生活の遺伝的基礎｣と表現したのであります｡
しかし,この研究分野が市民権を確立するためには,その研究内容がど
のようなものであるかより具体的な研究によってイメージアップし,大方
の支持を受ける必要があります｡我々が今回ここに『遺伝生態の諸問題』と
題してワークショップを計画したのは,そのための作業の一つであります｡
ここでは,主として植物と微生物を対象に遺伝生態と言う研究分野でどの
ようなことがイメージアップできるのか,について現在第一線でご活躍の
研究者の方からそれぞれの立場から,遺伝生態の諸問題について話題提供
頂くことにいたしました｡本日ご参加頂いた方は,それぞれの異なった専
門分野から我々の提起した問題に接近頂けることとなり,ここに衷心より
感謝申し上げる次第であります｡
このように,本日は我々がセンター発足当時に掲げた主題について,セ
ンター内部で進めてきました研究分野のほかに,センター外部の研究者の
方にもこの遺伝生態と言う研究分野のイメージアップの作業にご参加頂く
ことができました｡
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我々は,センター発足以来毎年この｢生態系における種の生活の遺伝的
基礎｣という当センターの研究目標がカバーすると思われる諸分野から,2-
3の問題点を拾い上げそれを主題としてワークショップを開催し問題意識
の深化に努力してまいりました｡その成果は,迅速にIGE_シリーズとして
印刷に附し,その数はすでに19に達しました｡そのワークショップの表題
をここに列記してみれば,我々が意図しているところが汲み取れるでしょ
う｡
4(1)植物の系統発生と重力反応(2)微生物と光(3)水田湛水生態系
の新研究-ト遺伝情報,エントロピー別から見る(4)トランスジェニック
植物およびオルガネラの遺伝子発現(5)エチレンの生態的役割(6)檀
物の光反応機構の解析と変異株(7)土壌微生物アセスメントの背景-1-
検出,定量の諸問題(8)イネの遺伝子発現と系統分化(9)生態研究と
環境制御(10)植物,微生物の光反応一変異株などを用いた新しい解析法
の開発(ll)水田湛水生態系の新研究-2-化学的生態学と元素の周期律
(12)植物病原体の分子生態学(13)土環一保全と機能の増進(14)微
生物生態と分子生態の接点一環境適応を中心に(15)環境変動と植物,
微生物の生活一紫外線を中心として(16)真核微生物の環境応答と遺伝
子発現(17)植物の形質発現と環境適応機構(18)植物の系統分化及び
遺伝変異の誘導と解析(19)窒素固定の遺伝生態｡ (以上の番号はIGEシ
リーズの番号を示す)0
これら.を,項目により分類し配列し直し,それぞれの項目別に解説的序
論を附せば,とりあえずは｢遺伝生態学｣の研究分野を示す道標的な参考
書の目次ともなり得るものでしょう｡今回のワークショップは,これらの
経験と実績に基づいて計画され立案されたものです｡したがって,上のワー
クショップの積み重ねから得られた現段階での, ｢遺伝生態とは何か｣と言
う設問に対しての一里塚となり得るものと考えております｡勿論,今後さ
らに検討を重ね遺伝生態が,真に市民権を得る努力をしなければなりませ
ん｡
我々は遺伝生態のカバーする領域を,必ずしも現在常識的に地球生態系
と言う言葉で括られている空間的広がりに限定しておりません｡むしろ,坐
命圏と言うような概念で示される空間を考えております｡その概念規定の
下では従って,人類が現在ようやく活動の範囲内に置きつつある宇宙空間
をも,その研究の空間と考えております｡つまり,厳密に制御された空間
ながらそこで生命活動が維持されるからです｡その空間は地球生態系と著
しく違った特徴を持つことになります｡すなわち,微小重力環境という環
境です｡その他にも宇宙放射線の問題もあります｡今回のワークショップ
でも,その一端についての話題が提供されております｡将来,宇宙基地や
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月面基地などが建設されれば,その空間は現在よりももっと拡大するで
しょう｡
地球生態系の中でも特に未知の部分が多いのは,地中環境です｡そこに
住む土壌微生物については,その生活の動態はほとんど分かっていないど
ころか,細菌などについては種の同定にさえも種々の困難があると言いま
す｡この分野も当センターで解明に力を注いできたところです｡その成果
の一端も今回のワークショップで提示されるでしょう｡このように,今回
のワークショップには,ある意味での問題提起も含まれております｡それ
らをめぐっての論議も,遺伝生態と言う分野をより豊かにするために役立
つと思います｡
以上,当センターの発足当時の我々の問題提起から,遺伝生態と言う研
究分野の確立を目指して,我々の歩いてきた道を簡単にご紹介するととも
に,今回『遺伝生態の諸問題』と題してやや総括的なワークショップを企
画しました意図を述べさせて頂きました｡重ねて,ご参加頂きました各分
野の研究者の方々に衷心より感謝申し上げます｡とりあえず,開会にあたっ
ての挨拶に代えさせて頂きます｡

植物の形質発現と集団分化
その進化生態学的意義
河　野　昭　一
は　じ　め　に
植物における形質発現と集団の分化に関する問題を列挙してみると,
(1)表現型可塑性(phenotypic plasticity) (Bradshaw, 1965)1),または反
応規格(reaction norm) ; (2)形質発現調節作用conditioning (Durrant,
19582), 1962a3', b4り((a)表現型模写phenocopyと(b)ジノトロフ
genotroph (Dauermodi触ation-Jollos, 19215))の2つがある) ; (3)生態
型分化(ecotypic differentiation) ; (4)局所的分化(parapatric
differentiation)などが挙げられる(河野, 1974)6,7)｡これらの問題はいず
れも,生態学と遺伝学が取り組まなければならない領域で,今日,われわ
れが遺伝生態学(Genetic Ecology)と呼んでいる分野がまさにこれに相当
する｡植物は固着性であるがゆえに,環境の変化に反応して著しい形質発
現の可変性または可塑性を示すが,このような可塑的変異発現の遺伝的制
御機構やその集団分化に関する研究はまだまだ不十分である｡本稿では,こ
れらの問題に関する最近の研究動向を紹介すると共に,若干の新たな問題
についても焦点を併せて論議することにしたい｡
植物の形質発現と環境の相互作用系の解析とその研究アプロー
チ
19世紀後半より20年代の初頭にかけてのフランスのBonnier (1887)8)
京都大学理学部
8やMassart (1902)9),スウェーデンのTuresson (1922)10)らによる(1)
相互移植実験(reciprocal transplantation) ; (2)制御環境または中立的
("neutral")環境下における育成実験; (3)環境撹乱に対する植物の反応;
(4)生態的あるいは地理的周辺環境のおける植物の反応などは,いずれも
研究の常套手段としてこれまで用いられてきたものである｡
この場合,制御環境下で行う実験では,まず対象となる植物の種の集団
内および集団間の遺伝的変異が解析される｡次に,さまざまな異なる条件
に設定された環境条件下において,特定の遺伝子型一環境相互作用を解析
することができる｡さらにまた,特定の環境条件(この場合,複数の環境
要因を組み合わせ,生育条件を設定する｡例えば,日長,気温,変温,檀
温など)にたいする反応の結果として,特定形質に見られる発現形質を調
べることができる｡この場合重要なことは,遺伝子の発現は植物の成長･
発育過程のさまざまな段階において独立に,個別的に起こっている可能性
が高いので,形質発現の解析に当たってはその点に注意を払う必要がある
ことである(図-1, Schmid, 199211))0
遺伝情報の伝達
1　2　3子子子伝伝伝遺過遺
図1遺伝子型と表現型｡ 1つの遺伝子は数回形質発現に関与し,表現型はまた一
度に働く数個の遺伝子によって発現するD太線は通常の形質発現;破線は
栄養塩類が増大した時の形質発現を示す(仮定的な場合) (Schmid,
199223))o
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(1)タネツケバナCardamine nexuosaの可塑的発現形質に
みられる集団分化
1988年以来,工藤,石栗,河野らが一貫して取り組んできたのがタネツ
ケバナCwdaminejlexuosa (アブラナ科)の可塑的形質に見られる集団の
分化パターンに関する解析である(工藤ほか, 198912);河野ほか, 199313);
Kudoh et a1., 199314), 1995a15), b16) in press ; Ishiguri et a1., 199417))0
タネツケバナは,世界中に広く分布するいわゆるコスモポリタンの雑草
で,部分的低温感受性長日一年草である｡ 4倍体(2n-24)で,通常は1回
繁殖型の典型的な冬線型の一年草であるが,まれに秋口に条件によって花
序の一部が開花,結実し,しかし個体は枯死することなしに越冬して,再
び春になって個体全体の花序が開花,結実して枯死する,という極めて特
異的な2回繁殖型の一年草であることが明らかとなった(Kudoh et a1.,
199314)) (図-2)｡日長と低温処理に対する表現型可塑性の感受性には,日本
海側の集団(富山),太平洋側の集団(大阪)で著しい集団間分化が生じて
いるという事実は,すでにIGEシリーズ17において報告されているが(工
藤ほか, 198912);河野ほか, 199313)),日本列島の日本海側と太平洋側にお
ける冬期間の温度環境と積雪という形の降雨分布にみられる著しい差異が
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果樹園　　　　ー†..
･･-･･-種子発芽　-栄養生長　⑳　繁殖活動
図2　タネツケバナのフェロノジー｡水田,畑,果樹園集団の違いに注目のこと
(Kudoh ei al., 199313)).
10
選択圧として働いて,重要な生活史形質にいかなる集団間分化が生じてい
るかが明らかにされてきた一｡この事実は,さらに個体の開花に要する日数
(成熟時の令) (△t)と生長率(k)という植物の生長と繁殖に関してもっと
も本質的で重要なパラメーターに,いかなる遺伝的集団分化が生じている
かが実験的に解明されることによって,環境制御装置を用いた栽培実験の
有効性が証明されつつある(Kudoh et a1., 1995a15), b16) in press)｡このよ
うな環境要因に対する植物の表現型可塑性の感受性を解析するに当たって
は,先にも指摘した通り,環境regimeの組み合わせのデザインがしばしば
極めて重要であり,この一連の実験は適切な設定をすることによって,い
かに重要な知見がもたらされるかを示した一つの好例といえよう｡例えば,
種子発芽後の日長と低温の異なる組み合わせは(図-3),成熟時における植
物体の大きさ,成熟時の個体の令(△t)と成長率(A)の2つの重要なパラ
メーターに生じた遺伝的集団分化の様相をものの見事に示している(図-4,
5)0
(2)スズメノカタビラ(Poa atmua)集団の局所的分化
植物集団の局所的分化(parapatric differentiation)に関しては,英国の
Bradshawら18)による一連の重金属耐性(heavy metal tolerance)の集団
播種後の遇数
0　1　2　　3　4　　5　　6　　7　8　　9　10　11 12　13　14　15　16 17
短　日　　　低温処理　　　　長　日
6W
8w
一ow
12W
SD
l L_一
発　芽
播　種
図3　実験のデザイン｡播種後8時間の短日条件で植物を育成し,その後, 2週間,
暗黒下4ccに置き,引き続き16時間の長日条件で育成する(Kudoheta1.,
1995a14))0
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短　日　　　　　　　　　低温処理　　　　長　日
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図4　6つの異なる処理を施された大阪(OP),富山(TP)つの水田由来のタネツケ
バナ植物体主茎の生長パターンに見られる経時的変化とその特徴(Kudoh
et al., 1995a14))o
解析が最も先馬区的研究としてある｡鉱山廃坑とその周辺部の牧野に分布･
生育するイネ科植物のコメカグサ(Agrostis)やウシノケグサ(Festuca)の
さまざまな種内集団で著しい局所的分化の存在が明らかにされたが,低濃
度の重金属を含む溶液を含む試験管内で生育した植物個体の発根状態から
重金属耐性の有無を検出するという,極めて簡単なバイオアッセイ法を用
いることによって,隣接して成立する集団構成個体内に含まれる耐性遺伝
子型の存在を判別した見事な研究である｡
植物集団の局所的分化の-例としてよく知られているのが,除草剤抵抗
性個体の集団内における分化である｡イネ科のスズメノカタビラ(Poa
annua)はその代表的な例であるが,これまでスズメノカタビラの局所的集
団分化に関する研究は, Darmancy and Gasquez (1981) 19),_河野(1984)20) ;
Clay (1989)21); Barros and Dyer (1988)22),らによって進められている
が,これらの集団分化に関する一連の研究は,集団の局所的分化の分子遺
伝学的メカニズムに迫りつつあるという点で,極めて興味ぶかい新事実を
A(倒せ耕　6∈601)
他心YQ)せ畢塑e皆武3y
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q　(n轍岬唱er]=j祁EH
4　　　　2　　　　03　　　　3　　　　3
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00
80
60
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8　　　　　　6　　　　　　40　　　　　　0　　　　　　00　　　　　　0　　　　　　0
200
4W　　6W　　8w 1 Ow　1 2w SD
L------
4W　　6W　　8w 1 Ow　1 2w SD
短日処理期間の長さ(過)
図5　6つの異なる処理を施された大阪(OP),富山(TP)の水田由来タネツケバ
ナの成熟時の植物体重(mg),成熟に要した日数(△t),成長率(k)に見
られる経時的変化とその特徴(Kudoh et al., 1995a14))0 a, b, C･.の記号の
異なるものは有意(P<0.05)0
もたらしつつある｡スズメノカタビラ(Poaannua)は,世界各地に広が
る冬緑性または通年性の一年生イネ科雑草で,その生育環境は極めて多様
で,路傍,建物周辺部の空地,贈,水田,そして果樹園など,ほとんどあ
らゆる人為的撹乱環境に出現する｡ 2n-24の異質4倍体で,一般に自殖で
種子をつくるが,ときiこは他殖も行う｡
Darmancy and Gasquez (1981)19', Clay (1989)21'らは,フランス,莱
国においてスズメノカタビラの集団内にパラコート,トリアジンやアトラ
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ジンなどの除草剤に対する著しい耐性個体が存在することを突き止めた｡
これらの耐性個体は, α-amylaseやβ-amylaseのアイソザイムを電機泳
動的に検索すると,除草剤感受性個体(S)と耐性個体(R)とでそれぞれ
異なったbandmorphを含む事実を確かめた｡また,トリアジンの感受性個
体(S)と耐性個体(R)は,それぞれ2形の草型と相関を示し,前者は直
立型であるのに対して,後者はほふく型であり,さらにesteraseの遺伝子
座1の遺伝子型は感受性個体(S)ではAA, ABであるのに対して,耐性
個体(R)はBBであることを兄い出している｡これらのトリアジンの感受
性個体(S)と耐性個体(R)は,葉幅や開花までの日数などの生活史形質
とも著しい相関を示す｡
Barros and Dyer (1988)22'は,スズメノカタビラで,アトラジンなど
の除草剤は感受性個体(S)の葉緑体チラコイド膜D-1蛋白に顕著な結合を
示すのに対し,耐性個体(R)はほとんど結合しないことをまず確かめた｡
感受性個体(S)のD11蛋白は葉緑体中の遺伝子psbAにコードされている
が,D-1蛋白のアミノ酸配列を調べてみると,全長353個のアミノ酸の264
番目が感受性個体(S)ではセリン(ACT)であるのに対して,耐性個体
(R)ではグリシン(GGT)である事実をつきとめた｡要する位,ーこの事実
は,スズメノカタビラの除草剤耐性は葉緑体中のかわA遺伝子のA-Gと
いうわずか1塩基の置換によるポイント突然変異であることを示してい
るoしかし, PsbA遺伝子の264番Ejの座位における同様なポイント突然変
異はスズメノカタビラ以外の数多くの植物でも発見されている(Nei,
199023り｡
日本列島では,スズメノカタビラは路傍,空地,価,水田,果樹園など
のさまざまな生育環境に出現するが,これまでの予察的な調査･研究によっ
て水田内に存在する集団はいずれもperoxydase (PXO), superoxydis-
mutase (SOD)などの酵素蛋白のアイソザイムにユニークな変異型を含む
ことが兄い出されている(河野, 198420))｡水田外の集団構成個体のPXOの
bandmorphは極めて多型であるのに対し,水田集団構成個体には極めて単
純な1型のみしか見られず,水田内で働く強い特異的な選択圧の存在をう
かがわせる｡活性酸素消費系の重要な酵素蛋白であるSODには,スズメノ
14
･ /1ラコート=〉パラコ-トラジカル⇒02-の生成
･アトラジン系化合物⇒電子伝達系の阻害⇒P680のクロロフィルのラジカル化
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J
SODの不活性化-一一フリーラジカルの生成
除草剤の除草機構
図6　光合成の電子伝達系と除草剤の除草機構(推定) (河野ほか,未発表)0
カタビラでは葉緑体に座位のある鋼一亜鉛型のSOD-1,ミトコンドリアに
座位のあるマンガン型のSOD-3,細胞質に座位のある銅一亜鉛型のSOD-
2, SOD-4の存在が知られているが(河野ほか,未発表),水田外の集団構
成個体はすべてSOD-2 (aa), SOD-4 (bb)型であるのに対して,水田集
団の構成個体からはSOD-2 (bb), SOD-4 (bb)型のみが発見されている｡
これらの酵素蛋白のアイソザイム変異型が異なる生育地で生じたメカニズ
ムは,目下のところ明らかではない｡しかしながら,光合成の電子伝達系
において働くアトラジンやパラコート作用機作,つまりこれらの除草剤の
除草機構(図-6)を考えると,水田集団に見られるユニークな遺伝子型の
固定した背景には,農耕地で多用されている除草剤の関与を想定するのは
それほど無理な推論ではないであろう｡いずれにせよ, SOD遺伝子の構造
はすでにトウモロコシ,イネなどで決定されているので,これらの遺伝子
の構造と機能の分化との関わりを含めて,水田内に特異的なアイソザイム
変異型の発生･固定の機構が解明できるのもそう遠い将来のことではない
であろう｡
むすぴにかえて
植物の種内集団の分化に関してはこれまでに数多くの研究がある｡しか
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しながら,植物集団の局所的分化に見られる変異性には,本稿でも述べた
ように環境要因に対する感受性の表現型可塑性に見られるようなユニーク
な集団分化の事例から,除草剤耐性の集団分化の事例まで,従来知られて
いなかった機能の分化に関するものまで実にさまざまな発見が含まれてい
る｡低温や乾燥に対する遺伝子のsignal transductionの機構もシロイヌナ
ズナArabid()psis thalianaなどを用いた研究で明らかにされつつあり(徳
崎･篠崎, 199324);篠崎ほか, 199425'),機能の分化に関する分子遺伝学的
基礎も着々と確立されつつある｡要は,遺伝子レベルで見た場合,はたし
てどの程度機能に関連した遺伝的変異が野生植物集団に含まれているか,
などに関する分子レベルの定量的な解析的研究が今後いかに進展するかに
かかっている｡遺伝生態学の真価が問われるのは,正にこれからであると
いえよう｡
謝辞　本稿でも述べたタネツケバナやスズメノカタビラに関する調査･研究にお
いてプロジェクトチーム(東北大学遺伝生態研究センター計画研究No.912103)
のメンバーとして研究を推進してきた石粟義雄,工藤　洋の両氏並びに環境制御
施設,温室の実験において終始ご助力いただいた武蔵昭一,東海林英夫氏に心か
ら御礼申しあげたい｡
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環境適応への発育制御
佐　野　芳　雄
は　じ　め　に
多様な種が共存する社会の安定した存続を可能にする理由の一つは,
各々の種が異なった環境傾斜に生育し,生存の為の闘争を最小限にするこ
とである｡こうした適応分化は,様々な生理･形態変化をもたらす遺伝的
分化によると考えられるが,生物に見られる多様な変異は,必ずしもその
生物にとって適応的意味を持つものばかりとは限らない｡適応的分化に関
して多くの遺伝研究が行われてきたにも関わらず,適応現象を理解するに
は現在なお程遠い理由の一つは,適応的遺伝子の同定と生体での機能の解
析が不足していることが挙げられようo実際に自然淘汰の対象となる遺伝
因子の動的変化の解析は,技術的困難もあって推論の域を出ていないo種々
の生物でゲノム解析が進み,新しい機能的遺伝子の発見や多様な生物間で
の比較を効率的に行うことによって,自然界の生物的秩序の理解を深める
努力が今後益々重要な課題になることは明らかである｡
著者は今まで主として進化遺伝学の立場から,多種社会の中での適応分
化を理解するために生物問相互作用を含む生態的諸特性にっいて遺伝実験
的アプローチから研究を続けてきた｡その中で,生体に働くより高次の階
層的制約の複雑さが明らかになるにつれ,関与因子をゲノム上に記載して
微細な変化を比較する努力だけでなく,関与因子の発現を細胞･個体･集
団レベルで規程する様々な制約の様相を明らかにする努力も適応現象を真
国立遺伝学研究所(堤:北海道大学農学部)
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に理解するための緊急な課題であろうと考えるに至った｡こうした研究目
的をもって行っているテーマの1つとして,ここでは浮イネ性を取り上げ
て環境応答と適応分化について述べたい｡植物における環境適応の際だっ
た特異性の一つは,環境変動によって起こる可変的な生理的･形態的変化
である｡環境応答に関わるシグナル伝達系の解明が急速に進む中,今後の
魅力ある問題の多くが発育制御の概念の中で理解する必要のあることを述
べる｡
浮イネ性の遺伝的解剖
浮イネは,雨季に河川が氾濫して水深が1mから数mにも達する深水
地帯に栽培され,水位の上昇に伴って,急激な節間伸長･節からの発根･
分枝など著しい可塑的な形態変化をみせる｡ところが,洪水がこなければ
このような変化は起こらない｡環境変化に応答するこの変幻自在な性質は,
浮イネ性ヒよばれ多くの研究者に注目されてきた｡車乞李に入って水位の上
昇が停止する時期には,節間伸長が停止し水面上には普通のイネと変らな
い群落が形成される｡水位の上昇は降雨量によって大きく変動し予測でき
ないので,浮イネの形態変化は,あらかじめ決定されたものではなく,冠
水によるシグナルを感知しながら,発育プログラムを改変して形態変化を
引き起こすものと考えられる｡植物の冠水応答には2つの戦略があると考
えられ, 1つは水没状態でも嫌気的代謝によって生存できる能力を付加す
る戦略であり,他は節間伸長などによって悪環境から回避する戦略である｡
後者の戦略である浮イネ性は,深水地帯に生育する野生イネにも一般的に
認められる1)0
浮イネ性が示す最も顕著な形態変化は誘導的節間伸長であり,過去に多
くの研究が行われてきた2)~5)｡植物体が冠水すると,体内の酸素分圧が低下
し,植物ホルモンであるエチレンやジベレリンを介して介在分裂組織の細
胞分裂と伸長が促進され,最終的に節間が伸長する6)･7)｡浮イネ性は複雑な
形態変化を示すが故に多くの遺伝因子によって支配されるものと考えられ
てきたが,最近になって浮イネ性を支配する鍵となる遺伝子(dw-3)が野
生イネから兄いだされた8'-9'｡適応に関わる形質の多くは多国子支配の複雑
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な遺伝を示し,最近になってこうした量的形質についても分子マーカーを
利用してその鍵となる因子が兄いだされることに期待が寄せられている｡
鍵となる因子としては,効果の大きい普遍的因子や形質発現を上位で制御
して基本的発育プログラムを変更するものが注目される｡古典的な戻し交
雑は,もし存在するならば効果の大きい因子を抽出し,その効果を他の遺
伝的背景下で比較することを可能にする｡ dw-3遺伝子は,浮イネのもつ
様々な特徴を支配しており,事実この遺伝子を非浮きイネに導入すると,そ
の植物は冠水に応答して急激な節間伸長を起こし深水条件(水深2m以
上)下で生存できるだけでなく,高次節からの発根や分枝を示す｡ dw-3遺
伝子は最初野生イネから兄い出されたが,その後浮イネ栽培品種2系統か
らも兄いだされ,浮イネ性発現の鍵となる遺伝子であると考えられた｡
この遺伝子の産物は今のところ判らないが,その働きについては次のこ
とが判ってきた｡発育時期を追ってdw-3ホモ塾の植物を冠水処理すると,
発芽後4週間まではすべて枯死するが,4週間を過ぎると節間が伸長し,莱
を水面上に出して生存できる｡ところが,花芽分化後には穂が水中で形成
され枯死してしまう｡このように,誘導的草丈の伸長は発育的に厳密に制
御されている｡生殖成長期には,非浮イネでも節間伸長は開始するが,こ
の時期に冠水処理するとしばらくの間は浮イネ同様に伸長が促進される｡
このことは, dw-3遺伝子の作用が節間の伸長そのものを促進するのでは
なく,本来伸長しないはずの下位節間の伸長を誘導することを示している｡
したがって, dw-3遺伝子の本質的な作用は節間伸長の促進にあるのでは
なく,むしろ介在分裂組織の形成と発達を発育的･経時的に変化させるよ
うな変化と考えられる｡
介在分裂組織に及ぼすdw-3の効果
植物は発芽した場所で良い環境を求めて成長を続ける｡混み合った場所
では,競り勝つために草丈を伸ばしたり,空間を求めて葡伏茎や地下茎を
伸ばす｡草丈の伸長は細胞増殖と細胞の伸長によって決定されるが,草丈
の伸長に関わる分裂組織は種によって2つのタイプに分類される｡ 1つは
頂端分裂組織から細胞の分裂･伸長が継続して起こるものと,他は分裂組
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織が非分裂細胞群によって遮断された構造を持つものである｡後者の介在
分裂組織は分裂能を有した細胞群であり,これによって花や穂が形成した
後に速やかに茎が伸長して受粉体勢に入る｡ dw-3をもつ植物を発芽後7
週目に冠水処理すると,第10番目の節間の介在分裂組織は2日後には細胞
数の増加が認められその後分裂した細胞は急激に伸長した｡冠水処理しな
い場合には,細胞数の増加はほとんど認められなかった｡dw-3をもたない
植物では冠水処理しても伸長反応は見られなしず,この原因は第10番目の
節間に介在分裂組織が存在しないためであることが判った｡したがって,
dw-3遺伝子は本来形成されない基部節間に介在分裂組織を形成して環境
に応答する能力をあたえると考えられる｡
栄養成長期の発育
表現型可塑性の生物学的重要性は,変動する環境下においてその生殖能
力を最大限に発揮させるための反応であろうと思われる｡栄養成長期は生
殖活動を最大限にするための準備期間であって,この期間の成否が繁殖効
率を決定するといっても過言ではない｡ところが,植物においては発芽後
生殖相への転換期に至る栄養成長期間中の変化についてはほとんど判って
いない｡また,生殖相への転換についても不明なことが多い｡光や温度と
いった環境刺激によって生殖相への変換が大きく左右され,その反応性は
複雑な遺伝支配を受けていると考えられる｡複雑な遺伝支配はその発育的
制御機構自体の複雑性を物語るのかも知れない｡植物の発育は便宜上,幼
年期(juvenile),成年期(adult),生殖期(reproductive)の三つの生育相
に区別できる10)｡juvenile相は幼若期のもので,動物同様に普通生殖行為が
抑制されている｡ adult相は適当な環境変化や刺激によって生殖相へ転換
できる潜在能力をもつものであり, reproductive相は生殖器官を形成して
いるものである｡したがって,植物では動物とは異なり,同一の個体内に
おいても部分によって異なった生育相に由来する器官が発育順序に従って
混在する｡これら三つの生育相では,それぞれ特有の生理的･形態的特徴
をもつため,各相に特有の発育プログラムが存在し発育に伴って緩やかに
変化していくものと考えられる｡トウモロコシのトランスポゾンである
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AcやMuはゲノム中に散在し,これら因子が発育過程においてメチル化
を通して変化することは,ゲノム内の変化が発育に従って実際に起こるこ
とを示唆している｡生育相に特有な遺伝的変化(epigenetics)の多くは今
後の魅力あるテーマである｡恐らく,当面する課題の1つは発育プログラ
ムに関わる遺伝子を探索しその意義を明らかにすることであろう｡
発育過程を詳細に追跡するための有力な手段である細胞系譜(cell line-
age)の研究が植物でも進められつつある｡分裂組織に放射線を照射して可
視的かつcellautonomousな突然変異を起こして,その後に形成される各
器官のキメラ構造から器官形成過程を解析するものである｡突然変異は希
な事象であるので,可視的突然変異は分裂組織における1細胞の変異に由
来すると考えられる｡したがって,器官形成後にみられるキメラパターン
は,突然変異を起こした1細胞の運命を表すことになる｡実際にみられる
突然変異セクターは特定の器官にだけ出現することはなく,複数の葉や茎
に連続して出現する｡器官にまたがってキメラが連続して出現することは,
変異を起こした細胞が特定器官にコミットメントしていなかったことを示
す｡この方法によると,トウモロコシの種子腔の成長点では,発芽後に形
成される各器官細胞の運命付けは厳密には決定されてはいないが,実際に
観察される器官分化よりはるかに細分化された｢ドメイン｣からなってい
た｡細胞の運命が推定できれば,特定器官の形成に将来貢献するであろう
起源細胞数が推定されることになる｡もし仮に,第5番目に形成される葉
に出現する変異セクターが平均1/4の大きさを占めるならば,その起源細
胞数は4個と見なすことができる｡この方法から,花序形成に関与する細
胞数は,トウモロコシ･ヒマワリともに約4個と推定さn.ている.
これらの結果は,植物の茎頂分裂細胞では動物にみられるような厳密な
運命決定がなされないで,未分化のまま成長し続けるという従来の考えを
再認識させるものである｡分裂組織に認められる細分化された｢ドメイン｣
は,環境変化や細胞間相互作用によって変更可能な柔軟性をもっていると
考えられる｡柔軟性を持つからこそ可変的に成長でき,生殖成長への変換
が環境条件によっても大きく変えることが可能となる｡浮イネの表現型可
塑性は,栄養成長期の発育プログラムを理解するうえで興味ある対象であ
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ると考えている｡浮イネの成長は1)非節間伸長期, 2)誘導的節間伸長
期, 3)生殖成長期に区別することができる｡これらの生育相の長さは遺伝
的にも厳密に調節され,日本のイネでは,これら三つの生育相のうちで誘
導的節間伸長期がなくなったものと考えられる12)｡ dw-3は誘導的節間伸
長期の時期決定に関与する｡幼年期に相当する非節間伸長期ではdw-3を
上位で制御して節間伸長を抑制していると思われ,今後dw-3の発現を追
跡することによって,生育相の変化を具体的に/認識できるかも知れない｡
種々の感光性遺伝子やわい性遺伝子をdw-3と組み合わせて,その形態
変異を調査することによって生育相変化を理解しようとする試みを開始し
ている｡浮イネが示す生育相に関与した著しい形態変化の実例は,発育プ
ログラムを時間的にわずかに変更するだけでそれまで潜在化していた性質
と協調し,新しい形態パターンをもたらす格好の実例となることを期待し
ている｡形態形成パターンにおけるわずかな時間的変更が大きな形態的変
化をもたらし,特に植物では未分化な分裂組織をも含んだ発育パターンの
変更が可能となる｡生物のすべての形態的差異は,相対成長の差あるいは
細胞の分裂と伸長パターンにおける時間的差として捉えられる｡この現象
はヘテロクロニー(heterochrony)と呼ばれ,進化における形態変化を考
えるうえで最も根本的な役割を演じたと考えられている11)0 dw-3のもつ
本質的な作用は,節間の介在分裂組織にヘテロクローニックな変化をもた
らすことであろうと考えている｡進化的には,新しい遺伝子の創造は希で
ある｡希であるがゆえに,各々の遺伝子は時間的･空間的な遺伝子発現調
節を工夫し,その相互作用によって新たな発現パターンを創造して,生存
競争に打ち勝ってきたのかもしれない｡
生育相変換制御
浮イネ品種の多くは強い感光性をもっており,その理由として,雨期が
終って水位の上昇が停止するまで花芽の分化を遅らせることが浮イネに
とって不可欠であるためと考えられてきた｡この解釈も,次に述べるdw-
3をもつ個体の冠水反応から修正せざるを得なくなった｡育成したdw-3
ホモ型はほとんど感光性をもたず,冠水ストレスのない状態で基部より
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15-16個の節を形成した後に穂を形成する｡最大水深が1.5mまで異なっ
た水深のストレスを与えると,水深が深くなるにつれて出穂期を遅らせ,か
つ節間数を増やして著しい伸長を示した｡処理した水の深さが違ってち,水
面上に出た植物の草丈はほとんど変化しなかった｡このことは,水面下の
草丈のみが変化し, dw-3ホモ型は水面上に穂が形成できるように水面を
認識する能力をもつことを示している｡すなわち,感光性がなくても水中
で穂を形成しないで,水中から回避して水面上に穂を形成する能力を持っ
ていたのである｡したがって,生殖成長への誘導時期の調節が水面を認識
する上で重要な役割を果たすと考えられる｡イネの花芽誘導をこのように
著しく変化させる環境要因としては今まで日長反応性以外報告がなかっ
た｡意外にも, dw-3ホモ型が示す重要な冠水応答の1つには,茎頂分裂細
胞での生殖成長への相変換に関する制御が含まれていたのである13)0
植物の最も顕著な生育相変換は生殖成長への移行である｡前述したよう
に,植物は環境依存的に花芽誘導を決定することによって高度な可塑性を
獲得する｡ dw-3遺伝子によって発現する適応的形態変化も,花芽誘導を遅
らせ茎葉を形成することによってストレスを回避する戦略であると考えら
れる｡異なった生育時期に植物を水没させて,生長点の花芽形成を調査す
ると,発芽後9遇以前に水没させると花芽が形成されるべき位置に順次伸
長節間が形成され生存し続けるが,発芽後10週目で水没させた場合には水
中で花芽が形成し枯死した｡発芽後10週目は幼穂分化初期にあたり,この
時期に植物が水没すると穂の形成だけでなく上部2つの節間の伸長も著し
く阻害された｡したがって,発芽後10週目には既に花芽形成が決定されて
おり,ストレスに応答して伸長節間を頂端に付加することが出来ないもの
と考えられる｡発芽後9過月から経時的に水没させ形態異常の程度を比較
すると,まず最初に上部節間の伸長阻害が起こり,節間数の減少に続いて
穂形成の異常が引き起こされた｡このパターンは器官決定の順序を反映す
るものと考えられる｡ここで重要なことは,上部と下部の節間伸長におけ
る冠水応答の差異が伸長の機構的差異を反映していることである｡このよ
うに,発芽後9週日から10週目にかけての可塑性は暫時減少するので,花
芽決定への経過を今後詳細に調査出来る可能性が指摘できる｡ストレスに
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応答した花芽決定の遅延は非浮イネ系統にも弱いながら認められるので,
dw-3遺伝子の役割がストレスを回避して環境依存的に花芽誘導を可逆的
に決定できる潜在的能力を発揮させることにあると考えられる｡
イネの花芽誘導と誘導解除は日長によっても支配される｡日長による花
芽誘導の遺伝支配については多くの研究が有るにもかかわらず,花芽形成
過程については経時的な形態変化以外良く判っていない｡幼穂分化期にお
ける一つの構成単位･ファイトマ- (茎･葉･節)の形成に必要な期間は
約1週間である'ので,頂端分裂組織の幼穂分化決定迄の時間は幼穂への形
態分化に先立つ1週間であると考えられ,浮イネの結果ともよく一致する｡
花芽誘導の解除についての情報は少ないが,最近になって系統や日長の程
度によって異なった反応をすることが判ってきた｡すなわち,穂･花器の
形成途中においてすら外界からのシグナルにより生育相の転換がみられ,
子孫を残すための高度な可塑性が生殖器官の分化過程に見られる｡現荏,可
塑性をもたらせる頂端分裂組織での遺伝要因を解析する目的で,異なった
感光性遺伝子を組み合わせた系統を育成し,花芽誘導と誘導解除の過程に
ついても調査を進めており,今後浮イネでの反応とを比較することによっ
て花芽形成過程における相変換を新しい視点から解析できるものと期待し
ている｡
お　わ　り　に
イネがさまざまな環境下で生存するためには,dw-3のほかにも,植物体
型を変化させて異なった環境に適応することを可能にする多くの遺伝子が
あると予想される｡節間伸長を花芽分化後にのみ起こるように制限して同
化産物を効率よく側芽の形成にまわし多数の花序を着生しようとするち
の,小数の大きな分枝を形成し草丈を高くして他種との競争に勝とうとす
るもの,長い分枝を地面に形成したり長い地下茎を出したりして横への広
がりと空間を求めるものなど様々な体型が存在する14)｡これらの形態的変
化は,明らかに子孫を最大限に残すための戦略と考えられる｡これら様々
な形態変化は,浮イネにみられたように,節間伸長と側芽形成など分裂組
織の運命決定として理解されるかもしれない｡植物の頂端分裂組織は動物
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とは異なり,コミットメントせずに未分化組織のまま成長を続けるが故に
高い可塑性を持つと考えられる｡実際にみられる形態的差異の多くが分裂
組織の活性変化によって理解されるからである｡これら異なった適応戦略
が個体固有の性質となるか環境変化による誘導的変化として現れるかは遺
伝的に支配されており,後者の場合が表現型可塑性となる｡植物の成長は,
外界からのシグナルを発育経路に積極的に取り入れて異なった発育パター
ンを導くことができるがゆえに,多様な環境下での生存を可能にしている
と考えられる｡表現型可塑性は遺伝しないものが遺伝するようになる過渡
的状態を示す可能性をもっている｡トランスポゾンにみられる相変異は発
育過程で制御されたepigeneticな変異がやがて固有の遺伝変異となる可
能性のあることを示しているからである｡
浮イネを取り上げて,関与遺伝子の探索とその発育遺伝的解析を進める
ことが適応現象をより理解し,また植物の遺伝的改変を目指す場合にも重
要になることを述べてきた｡こうした研究の方向は,他の様々な適応形質
の解析にも適用されると思われる｡多くの有用形質に関与する細胞や分裂
組織の生死決定も発育的なアプローチによる今後の展開が期待されるo遺
伝学が成立した頃より,発育遺伝的解析の重要性は予想されて･いた｡全て
の遺伝子は発育過程の複雑な遺伝システムの中でのみ発現し,その結果が
自然淘汰の対象となる｡分子生物学の発展によって,こうした複雑な遺伝
システムが注目される日も遠くはないと思っている｡
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植物の遺伝生態学:
宇宙実験からのアプローチ
高　橋　秀　幸
植物が海の中から陸へと進出してきたのは,およそ4-5億年ほど前であ
るといわれる｡それまで水中という生活環境にあったものが陸地で生活で
きるようになるためには,植物自身数々の変化を遂げなければならなかっ
たであろう｡オゾン層の発達で地上に到達する紫外線量が減少して,生物
が水の中から陸地へと進出可能になったのであろうが,陸上は,光に限ら
ず,それまで水中にあった植物にとっては過酷な環境であったと思われる｡
われわれは,それを植物の進化から推測できる｡例えば,植物の生産活動
の中心である地上二部に水を供給するためには,根と維管束系を発達させる
必要があったし,また,地上部と地卜部が,それぞれ正しい方向に成長す
るための制御機構が必要であった｡光を求めて地上高く成長する植物を維
持するためには水の吸収による膨圧の維持だけでなく,細胞壁の構造上の
変化も必要であったと考えられる｡
ところで,自然界の植生構造は実にうまくできている｡陸上は,植物が
光合成によって繁栄する最適の場所であったと考えられるが,その場所を
効率よく利用するために,地上部は一定の草型あるいは樹系を構築し,也
下部では地上部を支えるための根系を発達させる｡この植物の個体として
の形は陸上で生存するために,また生産効率を高めるために非常に有益に
機能している｡それでは,そうした植物の能力はどのような仕組によって
いるのであろうか｡それを理解するための手がかりの一つは,植物の環境
への適応的応答反応にみることができる｡例えば,根や茎が決まった方向
東北大学遺伝生態研究センター
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に成長するために各種の環境シグナルに反応し,その結果として植物の形
がつくられる｡根は重力や水分勾配に反応し,茎葉は地上に展開するため
に重力や光に反応し,定位を維持することによって,乾燥や光不足などの
危険から回避している｡筆者らは,こうした植物の環境への適応の仕組を
遺伝生態学的に理解するための一つのアプローチとして,宇宙実験を行う
ことを考えている1)｡後述するように,宇宙環境を利用した植物科学の目的
や対象はいろいろであるが,ここでは,根の水分屈性とウリ科植物のペグ
形成に対する重力の作用を紹介し,植物の遺伝生態的研究における宇宙実
験の役割を考えてみたい｡
1根の水分屈性
種子が土の中あるいは表層で発芽すると,その芽生えは光のある方向と
水のある方向を認識しなければならない｡そうでなければ,陸上における
芽生えは乾燥の危険にさらされると同時に,独立栄養成長のための光合成
の営みが妨げられ,生存に不利な状態におかれる｡根が植物に養水分を補
給するために土の中に成長し,茎葉が光合成を営むために地上に成長して
芽生えがおかれた環境に定着するためには,いくつかのメカニズムが働い
ている｡その一つが水分屈′性であるo根が水分勾配に反応してより多湿な
側に屈曲成長することは,古くから示唆されていた2~5)｡この根による水分
屈性は,しかしながら,確実な根の屈性反応として認められたものでもな
く,その存在を疑問視する研究者もあった｡とくに, WareingとPhillips6)
は著書の中で, "There is no unequivocal evidence for true hydrotropism
in plants. In other words, it appears unlikely that roots are able to
detect and respond tropically to a gradient in water potential in their
environment"と述べている｡彼らはそれまでに報告された水分屈性に関
する論文を具体的に何も引用することなく結論を下しているが,さらにメ
リーランド大学のDavid R. Hershey7)はWareingとPhillipsの結論を引
用して, "Take, for instance, the concept of hydrotropism･ Many
botanists are convinced that there is n｡ such thing, and yet experiments
based on it are classroom favorites"と述べて,科学的に証明されていな
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い根の水分屈性を中･高等学校の生物の実験項目に取り入れられているこ
とを強く批判している｡水分屈性に関するこれまでの報告は古典的なもの
で,多くの科学者によってその存在が疑問視されていたことは確かであろ
う｡また,そのような状況にあって,最近までほとんど注目されなかった
水分屈性を学校の生物実験に取り入れることにも確かに問題はあろう｡し
かし,その教育上の問題と根の水分屈性が存在するかどうかという問題は
別である｡後者に関しては,水分屈性そのものが長い間植物学者の研究対
象になっていなかった結果として,未解決のままだったと思われる｡
Hershey7)ち,これまでの水分屈性に関する古典的な実験結果が真の水分
屈性であることを証明するためには,第一に根が最初に乾燥した側へ伸び
てそれが湿った側に屈曲成長すること,第二にそれが"bychance"ではな
く一貫して再現可能であることを示さなければならないと述べている0
そんな中で筆者らは,重力屈性不能なエンドウの突然変異体
(ageotropum)を用いることによって,根が顕著な水分屈性を示すことを明
らかにした｡筆者らの最初の観察は,温室で栽培していた突然変異体の根
が湿った培土から気中に飛びだし,再び湿った土の中に潜って行くという,
きわめて単純な現象であったが,その後の水分勾配を厳密に制御した実験
によって突然変異体の水分屈性は証明され,普通の根は重力屈性を強く発
現し,それが水分屈性の発現に干渉的に影響していること,また,突然変
異体の根が水分屈性研究の実験系として有用であることが明らかになっ
た8･9)0
水分屈性と重力屈性
ここでははじめに,水分屈性と重力屈性の相互作用について具体的な実
験例から説明することにする｡まず,正常に重力に反応する根では重力屈
性が水分屈性をマスクしてしまっている可能性は上に述べたとおりである
が,その干渉の程度も植物の種類によって異なる8-13)｡つまり,正常なアラ
スカエンドウの榔ま突然変異体の根が水分屈性を頗著に発現するような水
分勾配下でも重力屈性を強く発現し,水分屈性を発現しにくい｡しかし,ト
ウモロコシの根は重力屈性が比較的弱いのか,水分勾配にも敏感で,頗著
な水分屈性を示す｡このとき,アラスカエンドウの根も水平においてクリ
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ノスタットといわれる装置で低速で回転させて重力屈性を消去すると強い
水分屈性を示すようになり,また,根端を下にして垂直においたトウモロ
コシの根は水分勾配に強く反応するが,根を水平に近付けることによって
重力刺激量を大きくすると,根は水分屈性よりも重力屈性を強く発現する
ようになる12･13)｡さらに,根を垂直において水分勾配の強さを変えると,義
力屈性を強く発現する根ほど,水分屈性の発現にはより大きな水分勾配を
必要とする｡このように述べると,根の水分屈性は重力屈性による干渉程
度によって決定されると受けとられるだろうが,実はその干渉程度も種類
によって異なるらしい｡最近,遺伝的に重力屈性の程度の異なるコムギ品
種の根の水分屈性を調べたところ,いくつかの反応型に分類されることが
わかった14)｡すなわち,上記の結果を裏付けるように,ある品種群は重力屈
性が弱く水分屈性の強いものに,またある品種は重力屈性が強く水分屈性
が弱いものに分頬された｡しかし,品種の中には重力屈性および水分屈性
のどちらも比較的弱いものもみられた｡このように,水分屈性の発現は確
かに重力屈性の強さによって影響されるが,それが必ずしも重力屈性だけ
によって決まるものではない｡今回は-作物の品種間差異を調べたにすぎ
ないが,自然界では水分屈性の発現力に大きな変異が存在すると推測され
る｡水分屈性が異なる水環埠での適応戦略としての役割を演じている可能
性は否定できない｡
水分勾配と根の屈曲
根の水分屈性を研究するためには,刺激となる水分勾配の確立および根
をその水分勾配にさらす方法が問題である｡とくに高湿度域で湿度差を高
い精度で測定することは容易でない｡筆者らがはじめに用いた方法は,ガ
ラスの容器に湿度をあらかじめコントロールした空気を通風し,そこに植
物体の入った鉢や芽生えをおくというものであった8,9)｡鉢の場合には湿っ
た培土と通風される空気との間に湿度差が生じるが,芽生えだけを固定す
る場合には,そのそばに湿ったガーゼを巻き付けるなどして水分供与体を
おかなければならない｡こうした方法でも根の水分屈性は観察されるが,水
分勾配をより的確にコントロールする方法として,閉鎖型の容器内に水供
与体とともに各種の飽和塩溶液をおくと,いろいろな程度の水分勾配を形
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成することができる7･10).例えば湿らしたガーゼを何重にも巻いた水供与体
の横数ミリメートルのところに根を垂直におくと, K2C03の飽和塩溶液を
おいた場合,根端部の湿度勾配を約1% RHmm~1前後にコントロールす
ることができるoトウモロコシ,コムギ,エンドウ(ageotropum)の根は,
この約1% RHmm~1の水分勾配を感受して正の水分屈性を発現する｡そ
の水分屈性の程度は,一定の範囲内では水分勾配の強度に比例する.
水分屈性のための水分勾配は根冠の部分によって感受され,その情報が
伸長帯に伝達されて偏差成長を起こすことが,根冠部を切除すると水分屈
性がみられなくなる実験結果などから示された8･9･11'｡一方,屈曲する伸長帯
に水分勾配を与えても正の水分屈性は誘発されない4,5,15)｡果たして,根の水
分屈性は根冠部における偏差的な水ストレスによるものであろうか｡これ
を調べるために, 1mm3の大きさの1%寒天片に0-2MPaの浸透圧にな
るように各濃度のソルビトールを含ませ,それを根冠あるいは伸長帯の片
側に付着させて根端の片側にいろいろな程度の水ストレスを与える実験を
行った16)｡その結果,根冠部の片側にソルビトール寒天片,その反対側にコ
ントロール寒天片をのせた場合,0.5-1.5MPaのソルビトールによって,梶
はソルビトール寒天片とは反対側に屈曲することが兄いだされた｡また,比
較的高濃度のソルビトール(2MPa)を含んだ寒天片を根の伸長帯の片側
に与えた場合,根は逆にソルビトール寒天片側にわずかに屈曲するのがみ
られた｡これは根の水分屈性が,根冠による水ポテンシャル勾配の感受を
介して発現するものであることを示す,より直接的な証拠である｡
水分屈性発現の仕組
これまで根の水分屈性が伸長帯における偏差成長の結果起こるものであ
り,水分勾配下では低湿度側に比較して高湿度側の伸長速度がより小さい
ことを報告した9)｡この偏差成長の仕組を明らかにするために,平沢ら15)
は,植物細胞の成長速度を表す成長方程式に基づいて,根の伸長部位にお
ける高湿度側および低湿度側の組織の水ポテンシャル,浸透ポテンシャル,
膨圧,降伏圧,細胞壁の伸展係数を測定した｡根の水分屈性では,根を適
当な水分勾配下において3-4時間後にはその屈曲が認められるようになる
が,この水分屈性の認められる直前あるいは直後に,根端より1-8mmの
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伸長部位を含む部分を取りだし,高湿度側と低湿度側に面した側とに2分
割し,それぞれの部位の水分状態と細胞の伸展係数を測定した結果,低湿
度側と高湿度側の間には水ポテンシャル,浸透ポテンシャル,膨圧,降伏
圧の差は認められなかった｡ところが,細胞壁の可塑的伸展係数は,高湿
度側よりも低湿度側で有意に大きくなっていることがわかった｡これらの
結果から,根の水分屈性は根の伸長部の水分状態の相違によって起こるの
ではなく,伸長部の組織の伸展係数が相違することによって起こることが
明らかになった｡これまで明らかにしたように,水分勾配の刺激は非伸長
部の根冠で感受されることから,伸長部の伸展係数を変化させるような情
報が根冠から伸長帯に伝達されると考えられる｡最近,この情報伝達系に
カルシウムの関与している可能性が兄いだされた16)｡つまり,ソルビトール
による水ポテンシャル勾配や空気湿度勾配に反応して起こる根の屈曲がカ
ルシウムのキレート剤によって阻害され,キレート剤をカルシウムで置き
換えると,根は再び水ポテンシャル勾配に反応して屈曲するようになる｡カ
ルシウムを含んだ寒天片を根冠の片側に与えると,ソルビトールの場合の
ように,根はカルシウムとは反対側に大きく屈曲するが,このとき,カル
シウムによる屈曲は一定の水ストレスの下で大きくなることも兄いだされ
た16)｡現在,水分屈性の機構をイオンチャンネルおよびカルシウムの動態と
の関連で解析中である｡
水分屈性は自然界で機能するか
さて,このように,根が水分勾配に反応して水分屈性を示す能力を持つ
ことが実験的に明らかにされた｡水分屈性の存在は古くから指摘されてい
たことであり,また,植物の環境適応という点からも,水を獲得するため
に根が水分の多い方向に成長することにそれほど驚くこともないかも知れ
ない｡しかし,自然界において,植物は生存のために有利な根系を形成さ
せるために,本当に水分屈性を機能させているのであろうか｡この疑問に
答えるためには,筆者らが示したような水分屈性を誘発するだけの水分勾
配が,実際に土壌中に生じるかどうかを考えなければならない｡水分供与
体を100% RHとして根のおかれるところを90% RH前後という実験条
件をみると,その差は自然の土壌中では普通生じないような水分勾配とい
植物の遺伝生態学:宇宙実験からのアプローチ　33
うことになる｡しかし,実際に測定された相対湿度から考えると,根は1%
RHmm-1以下の水分勾配を感じて水分屈性を発現することになる｡また,
このような条件下では根自身が水のソースでもあり,実際の根の両側の表
面における水分差はさらに小さいものとなる｡ソルビトールを用いた実験
で, 0.5MPaの水ポテンシャル差を感じて水ストレスの小さい方向に屈曲
成長し,また,カルシウムを根冠の片側に与えて誘導される屈曲に対する
水ストレスの促進作用はソルビトールで処理した場合,-0･05MPa付近に
最適ピークが存在することがわかった16'｡この程度の水ポテンシャル差は
土壌粒子と土壌間隙の間,あるいは異なる土壌深度にも生じ得るのではな
かろうか｡とくに土壌表層部では,水分屈性によって根が危険な気中に飛
びでないようにコントロールされることは充分に考えられる｡これは重力
屈性を欠損した突然変異体の根によっても証明されたとおりである｡乾燥
地帯や深根性の植物の水分屈性の発現力が大きいかどうかはわからないO
Hershey7'が指摘した中で, ｢真の水分屈性の存在｣は筆者らの研究から証
明されたように思うが, ｢水分屈性が自然界で機能しているかどうか｣とい
う疑問に対しては末だ十分な答えがない｡水分屈性の自然界での役割が,水
分屈性の発現機構とともに今後明らかにされなければならなしさであろう｡
水分屈性と宇宙実験
根の水分屈性と重力屈性の相互作用からもわかるように,地球上での植
物の環境応答は多かれ少なかれ重力の影響を受けており,個々の現象の機
構を研究するとき,重力による干渉を無くすることはできない｡この点,筆
者らが兄いだした重力屈性を欠損した突然変異体を利用して重力屈性以外
の個別の環境応答機構を研究する試みは大変意義あるものと考えられる｡
しかし,このような地上実験から兄いだされた結果については,それが真
に重力の作用を排除した結果であるかどうかを宇宙実験で検証しなければ
ならないであろう｡根の水分屈性における研究でも宇宙環境を利用するこ
との意義は大きい｡
また,いろいろいな目的で宇宙で植物を育成する場合,地上では重力に
対する反応で制御される植物の姿勢制御が大きな問題になる｡とくに微小
重力環境下での植物体への養水分の供給が地上部の姿勢制御法とともに間
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題になるであろう｡最近,宇宙環境用の植物育成装置も開発されているが,
その養水分供給装置としてセラミック管やハイドロボールを利用したセミ
エアロポニック方式が検討されている｡筆者らは,先に述べた突然変異体
の根がこのセラミック管式栽培装置で水分屈性を機能させて養水分を吸収
することを示した10)｡地上で重力に反応する正常な植物種の根も宇宙の微
小重力下では重力屈性を発現できないが,かわりに水分屈性によって定位
の制御が可能になると考えられる｡以上のようを観点から行われる宇宙実
験では,宇宙という特殊環境下で効率的な植物栽培を行う目的だけでなく,
地球上での植物の適応の仕組を理解して将来的な地球の環境･生態問題に
対処するためにも重要であろう｡
2　ウリ科植物の芽生えにおけるペグ形成
ウリ科植物の芽生えは,茎と板の境界部にペグと呼ばれる突起上の組織
を形成する.4･17~21)｡このペグは種皮の下側にくいこんで種皮を押さえ,その
間に腫軸が伸長して幼芽が種皮から脱皮するのを助けている｡このペグの
形成位置と発達は重力によって制御されるウリ科植物特有の重力形態形成
であり,重力屈性や水分屈性とともに発芽直後の芽生えが定着するために
重要な役割を演じている21)0
ペグ形成が重力の支配を受けることは,これまでの以下のような実験か
ら示唆された｡すなわち,横たえられた種子が発芽してくると,種子の裏
表とは関係無く,ペグは必ず下腔軸基部の下側(フックの内側)に形成さ
れる｡しかし,発芽過程で一定時間後に種子を裏返すと,吸水開始から裏
返すまでの時間によってペグの形成される側が決定され,その時間によっ
ては軸の両側にこっのペグが形成される19･21)｡さらに,根の伸長方向を真下
になるように種子を垂直において発芽させたり,水平クリノスタットで回
転させると,ペグが形成されないか軸の両側に二つのペグが形成されるよ
うになる19･21)｡ペグの形成される位置は明らかに重力に対する反応で制御
されることを示しているが,種子を垂直においた場合やクリノスタット上
で二つのペグが形成されるときがあり,重力がペグ形成に不可欠であるか
どうかという問いに対する結論はでていない｡これは宇宙実験で明確にさ
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れると考えられる｡いずれにしても,ウリ科植物のペグ形成のメカニズム
を明らかにすることは,植物の進化に及ぼした重力の影響を理解するため
の研究を行う上で重要である｡
ペグ細胞と重力感受細胞の発達
ペグは,横に位置する下腔軸基部の下側の皮層細胞が軸の伸長方向に対
して鉛直方向に伸長方向を変化させるために生じる突起状組織である｡現
荏,この度層細胞の成長極性が変化する仕組を明らかにするために,ペグ
化に伴う細胞微細構造の変化を解析中である｡一方,ペグ形成のための重
力感受細胞はペグとなる皮層細胞ではなく,維管束を取り巻くデンプン鞠
(維管束鞠)細胞である可能性が示唆された22)｡この細胞には重力によって
沈降する大型のアミロブラストが多く存在し,そうした細胞がペグ形成に
先だって見られるようになる｡最近,アミロブラストがペグ形成のための
重力感受に必要なことが示唆された｡すなわち,植物体をカイネチン+ジ
ベレリン溶液で処理しながら高温下におくとアミロブラストが消失するこ
とが知られているが,キュウリの芽生えに対する同様な処理がペグ形成に
阻害的に作用することが見出された(未発表)｡維管束翰細胞がペグ形成の
ための重力感受細胞であるとすると,維管束鞠細胞とペグとして発達する
皮層細胞の間に何らかの情報伝達系が存在するものと考えられる｡
ペグ形成に対するオーキシンの役割
これまでの重力刺激を受けながら発芽するウリ科植物の芽生えでは,植
物ホルモンのオーキシンがペグ形成部位に局所的に集積することによって
ペグの形成が誘導されるとの仮説が提唱された19･21)｡この仮設は,ペグが形
成されないように根端を下側にして種子を垂直にして発芽させたキュウリ
の芽生えのTR部にオーキシンを投与すると,ペグ状の突起が形成される
こと,水平において発芽させて正常なペグが形成される位置においても
オーキシン輸送阻害剤によって重力屈性とともにペグの形成も阻害される
こと21),さらに, 14Cでラベルしたインドール酢酸を子葉に与えた場合,そ
のオーキシンは下腔軸を根の方向へ極性移動するが,このとき,下腔軸と
根におけるオーキシンの移動速度の差により,オーキシンがペグ形成部の
TR部に集積する19),という事実から支持された｡皮層細胞におけるオーキ
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シンの偏差的な分布がペグ形成の直接的な原因である可能性が大きいが,
重力感受細胞とオーキシンの偏差的分布の関係はわからない｡ウリ科植物
のTR部の重力感受細胞とオーキシンの動態をペグを持たない他の植物
種の場合と比較する必要がある｡
ペグ形成機構のモデル
上述のように,ペグ形成のための重力感受はシュートの重力屈性の場合
の機構に類似しており,沈降アミロブラストを有する維管束鞠細胞で行わ
れると考えられる｡そこで重力刺激が生体情報に変換されてペグとして発
達すべき皮層細胞に伝達されるのであろう｡その重力感受細胞から横たえ
られた下腔軸の下側の皮層細胞への情報伝達にオーキシンの横移動が関与
しており,皮層細胞のペグ化は最終的にはオーキシンレベルの上昇に反応
しておこるものと考えられる｡このように,ウリ科植物の芽生えにおける
ペグ形成は,重力屈性と要因を同じくする一種の多面発現である｡
ペグ形成と宇宙実験
国際協力で建設が予定されている宇宙ステーションに設置される日本の
宇宙実験室(JEM ; Japanese Experimental Module)では,ペグ細胞の
発達における重力支配とオーキシンの関係を微小重力環境で実証するとと
もに,ペグ形成とそのための重力感受機構を細胞･分子･遺伝子レベルか
ら明らかにしたいとする筆者らの実験も行われる予定である｡そのため,以
下のような実験を行う計画である｡ 1)宇宙の〟Gと1Gのもとでキュウ
リ種子を発芽させ,ペグの発達を観察するとともに,〟Gの芽生えにオーキ
シンを局所的に投与して,その作用を検討する｡ 2)発育ステージ別に固定
した試料を回収し,ペグ細胞と重力感受細胞の発達について細胞学的解析
を行う｡ 3)器官別に凍結した試料からオーキシンを抽出定量し,オーキシ
ンのペグ細胞への集積に対する重力の作用を検討する｡ 4)凍結試料の遺
伝子解析によって,ペグ形成にかかわる重力制御遺伝子とオーキシン制御
遺伝子を明らかにする｡
何故ウリ科植物だけが重力に反応してペグを発達させるようになったの
であろうか｡多くの陸上植物は重力屈性を示すが,重力形態形成としての
ペグ形成は種特異的である｡宇宙実験を通して,ペグ形成機構を分子･遺
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伝子レベルから解明することによって,重力と植物の進化･適応の関係を
研究する糸口が兄いだされることを期待したい｡
3　植物の遺伝生態学と宇宙実験
筆者は,植物を対象とした宇宙生物学には三つの主要目的があると考え
ている｡一つは,地球の生命を理解して生物学の発展に寄与するために宇
宙環境を利用することであり,その一つとして地上では得難い環境条件に
微小重力がある｡地球上の生物の多くは重力に反応して成長を制御する仕
組を持っている｡この重力と生物の関わり合いを研究するためには微小重
力環境における生物の反応の仕組をいろいろなレベルの重力下における反
応と比較する必要がある｡また,地上の生物は恒常的な重力の作用から逃
れることはできないので,重力以外の環境因子によって制御される現象も
重力との相互作用の結果として現れる場合が多い｡この点,宇宙の微小重
力環境下では重力の干渉なしにその現象の解析が可能になる｡宇宙生物学
の三つ目の目的は,人類が宇宙活動を行う能力を高めることである｡その
目的で植物学の関連するプロジェクトの一つは,閉鎖生態系の確立である｡
宇宙船｢地球号｣も一種の閉鎖生態系であるが,地球外環境における永続
的な生命維持システムとして閉鎖生態系(CELSS; Closed Ecological
Life Support System)が注目され,そこでの食糧生産や環境形成におけ
る植物の役割についての研究が行われている｡最近は,地球環境問題がク
ローズアップされているが,宇宙生物学の三つ目の目的は,そうした地球
規模の生態系の問題を宇宙という視点でとらえることによって将来的な対
応策を兄いだしていくことである｡
このような観点から宇宙植物学をより具体的にみると,その研究対象は
生物による重力感受機構,重力･放射線の成長･生殖･進化に対する作用,
宇宙環境への適応,さらには閉鎖生態系への植物の導入に関する基礎的研
究と広い分野に関わることになる｡ここではその詳細を述べなかったが,筆
者らは重力不感受性の突然変異体あるいは重力に異常な反応を示す突然変
異体を用いて宇宙環境における植物生育を模擬して,植物の生育および生
産性に対する重力･微小重力の影響を明らかにしようとしている｡これま
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での地上実験から,宇宙の微小重力下で植物を育成する場合,本来重力に
よって制御される定位反応や生殖成長が大きな問題になる可能性を示して
きた｡根の水分屈性やペグ形成機構に関するものも含めて,地上実験から
得られた仮説は実際の宇宙で検証されるべきである｡
遺伝生態学という学問の位置付けについては議論があろうが,筆者らの
センターの目指すところの｢種の遺伝的変異を分子生物学的手法を用いて
明らかにする｣ために,宇宙環境を利用する謁みは新たな有力な研究手段
となるであろう'｡また,人類が最近地球環境問題に対する認識を深めて将
来の地球を考えるようになったのも,宇宙時代の産物といえないこともな
い｡そういう意味では, CELSSがいつ宇宙に建設されるかは別にして,そ
ういうチャレンジからわれわれが学ぶことは大変大きな意義を持つであろ
う｡
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光形態形成研究の最近の進展
桧　井　　　南
光形態形成とは
光と植物の関係というと多くの人がまず光合成を思い浮かべるにちがい
ない｡確かに光は,植物にとって主要なエネルギー源である｡しかしそれ
以外にも光は植物と密接に結びついているのである｡たとえば開花の時期
は日長によって調節されている｡また芽生えは,光のある方向へ伸長して
いぐ性質を持っている｡そのなかでも植物と光の関係がよくわかる例は,種
子の発芽である｡植物の芽生えは,光の有無によって全く異なった形態に
生長する｡光のある条件では,腔軸は短くしっかりとしていて,･子葉も展
開しており,表皮に気孔の発達がみられる｡また葉緑体の分化が観察され
る｡暗所で育った植物はいわゆるもやしで,歴軸が徒長して,子葉の発達
はみられず,フックと呼ばれる鍵状の構造がみられる｡子葉細胞内に葉緑
体の発達はみられず,プロラメラボデーと呼ばれる結晶状の構造がみられ
る｡これらの現象を光形態形成というが,明所での形態形成をphotomor-
phogenesis,暗所での形態形成をskotomorphogenesisと区別していう場
合もある｡
光はまた,種々の遺伝子発現を制御している｡光によって発現が誘導さ
れる遺伝子には,クロロフィルa/b結合タンパク質遺伝子(CAB),リブ
ロース1,6ビス燐酸カルポキシラーゼの小サブユニット遺伝子(RBCS),
カルコン合成酵素遺伝子(C〟S)等がある｡逆に光レセプターのフイトク
日本医科大学(税.揮化学研究所)
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ロームA遺伝子(PHYA)は,光によって発現最が減少する｡
光レセプターは3タイプある
動物は目によって光の強さや方向,色としての波長を捕らえることがで
きる｡植物はこのような光の感受をレセプター分子によって行っている｡植
物の光のレセプターは,少なくとも3つのタイプがあると考えられている｡
1つは,赤色光一近赤外光に可逆的に反応す8/タンパク質でフイトクロー
ムと呼ばれている1)｡フイトクロームはアポタンパク質が既にタンパク質
と遺伝子の両方から解析されており,赤色光を吸収するPrと近赤外光を
吸収するPfrの2つの状態がある｡ Prは赤色光によってPfrになり, Pfr
は近赤外光によってPrに変換される｡活性化型はPfrであると考えられ
ている｡さらにフイトクローム遺伝子は遺伝子ファミリーを形成しており,
シロイヌナズナでは,少なくとも, I'HYA, PHYB, PHYIC, PHYD, I'HYE
の5つの遺伝子がある｡フイトクロームは暗所で育てた植物中に多く存在
するタイプⅠと明暗両方で存在するタイプⅠⅠの2つのタイプがあるとさ
れていたが,最近の実験でタイプIは, PHYAであり,タイプlIはⅠ)HYB
らしいことが分かってきた｡不活性型と考えられてきたPrも近赤外光下
での種子の発芽に抑制的に働いていること2)や,芽生えの負の重力屈性に
関与している3)など,その生理的意義が考え直されはじめている｡フイトク
ロームは,赤色光照射時と近赤外光照射時で細胞内での局在が変わるとい
う報告がある4)o赤色光照射時では,フイトクロームは,細胞質全体に分布
している｡これが,赤外光を照射すると細胞質中の機能がわかっていない
不定形の構造物に結合する｡この意味するところは,不明であるが,近赤
外光の照射によってフイトクロームが遠心によって沈殿する画分に移行す
るということと見合うのかもしれない｡
他のレセプターとして青色光のレセプター,紫外光に対するレセプター
があると考えられている｡これらについてはほとんど分かっていなかった
が,最近青色光に対する感受性の変異株から青色光のレセプター遺伝子が
単離されている5)｡
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ひなたのもやし　一hy変異-
オランダの農科大学のMaartin Koornneefらは, EMS変異剤で処理し
たシロイヌナズナの種子を光のある条件下で蒔いて,あたかも暗所で育っ
たもやしのように腔軸が徒長した変異株(hy)を単離した6)0 hy変異は,そ
のいくつかのものが光レセプターの変異であることが知られている｡ hyl
及びhy2変異は,ほとんどフイトクロームの活性がなく,クロモフォアの
生合成系か,クロモフォアのフイトクロームへの結合が変化していると考
えられている｡またhy3は,フイトクロームB(PHYB)の変異であるこ
とが分子生物学的手法から明らかになっている7)0
青色光は,腔軸の伸長抑制,向日性と気孔の開閉を起こすことが知られ
ている｡ hy4変異は,青色光に対する感受性の変異として知られていたが
最近この変異に対応する遺伝子が単離されて青色光のレセプターであるこ
とがわかった5)0 HY4タンパク質は,細胞質中に存在する可溶性の681残
基のタンパク質である｡アミノ末端側の前半部は,菌類の長波長型のフォ
トリア-ゼと類似性がある｡フォトリア-ゼは薗体中では,紫外線ででき
たピリミジンダイマ-の修復に関与しており,還元型のフラビンとデアザ
フラビンの2つの青色光吸収型のクロモフォアを結合できる2つの領域が
あることが知られている｡ HY4タンパク質は構造の類似性から同様にフ
ラビン,デアザフラビンと結合することで青色光のレセプターとして働く
ものと考えられる｡カルポキシ末端側の後半部は,トロポミオシン類似の
コイルドコイル構造を持っている｡このコイルドコイル構造はこのタンパ
ク質がホモまたは,ヘテロの二量体を形成することを示唆していると思わ
れる｡ hySは,赤色,近赤外光による伸長の抑制や,青色光による腔軸の
伸長抑制が起こらないことからこれらの光シグナルの共通の下流に位置し
ていると考えられているが今年,岡崎基礎生物学研究所の小山,岡田,志
村らによってこの遺伝子を単離したとの報告があった｡
光シグナル伝達の変異　-f78g, blur
光レセプターの変異と考えられるグループに対して,それらの下流に位
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置すると思われる変異が単離されている｡ jhy 1,jhy3の変異は, PhyA変
異株と同様の表現型を示すがPHYA遺伝子自身は変化していないことが
分かった8)｡このことはこれらの遺伝子変異は, PHYAの下流に位置して
いるものと考えられる｡
blu (りue軸ht坦ninhibited)変異は, Hangarterらによって青色光下で
腰軸伸長の抑制が効かない変異として単離された9'｡ ∂J〟変異は, 3つの異
なる遺伝子座, blul, blu2, blu3が知られている｡ hy4と異なりこれら
の変異は,白色光下では,歴軸の伸長はみられない｡また　気孔の開閉は,
これらの変異株で正常であった｡これらの変異は,他の青色光のレセプター
の変異によるものか青色光レセプターの下流の変異によると思われる0
時所でひなたの形態形成がおこる変異　-det, cop二
hy変異等は光のある状態であたかも光がないかのようにふるまう変異
であったが,これとは逆に暗所であたかも光があるかのようにふるまう変
異がChoryらによって最初に報告された10'｡この変異株dei 1 (卓e一些iolat-
ed)は暗所で発芽させると,短い腔軸と展開した子葉を持ち,完全ではな
いが,分化した色素体がみられる(図1)｡また光によって制御されている
CAB, RBCS, CHSとい7た光誘導性の遺伝子発現が暗所で観察されるo
これは,本来光によって誘導される種々の変化が光のない条件下で起こっ
ていることであり,変異を起こした遺伝子の産物DETlがこれらの光形態
形成を制御している鍵となるタンパク質であることを示していた｡ det2
は,同様に短い腰軸と開いた子葉を持つがdef lのような色素体の発達は
みられない11)｡
最近DETl遺伝子がクロモソ-ムウオーキングによって単離され
た12)｡これによるとDETlタンパク質は核内に存在する541アミノ酸から
なる62.2kDaのタンパク質で両親媒性のα-リックスの領域を25%の
確率で持っており,全体的には親水性のタンパク質である｡DET l遺伝子
の発現量は明暗両条件で変化がみられなかった｡このことは, DETlタン
パク質の活性が,リン酸化等のタンパク質の修飾によるものかまたは,何
らかのタンパク質との相互作用によって制御されていることを示している
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図1暗所で発芽後7日目のdetとcoP変異株.
左から1)野生株, 2) dell, 3) det2, 4) copl, 5) cop9.比較のため
図1,図2は同じ倍率で撮ってある｡野生株と比較して全て短い歴軸と開い
た子葉を持っている｡
のかもしれない｡
cop変異(旦OnStitutive9f里hotomorphogenesis)はDengらによって同
様の手法で単離された(図1)｡ cop l変異株はEMS処理の種子とT-DNA
で遺伝子変異を起こした種子の中から単離され13), cop 9をまT-DNA変異
の種子の中から単離された14)0 copl, coP9ともにdetlと同じく暗所で
短い腔軸と展開した子葉を持ち,色素体の発達が観察される｡また光誘導
性の遺伝子の発現が暗所で観察される｡ cop lは,白色光中で野生株に比べ
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てより短い腔軸を持ち,根の組織もdeilと同様に,やや緑色をしている｡
これは, COPlタンパク質が光誘導性遺伝子の発現のリブレツサーである
と考えられ,本来発現が押えられるべき暗所や根においてこれらの遺伝子
発現が起こるものと考えられる13)0
COP l遺伝子は, T-DNAの挿入変異であるcoP L5を用いて単離さ
れた15)0 COPlタンパク質は74kDaのタンパク質で2つの特徴的な領域
がある｡ 1つはアミノ末端側近くのZn結合領観である｡もう一つは,カル
ポキシ末端側のWD40繰り返し配列である｡ Zn結合領域は動物細胞の転
写因子であるSpl等に見られるDNA結合型の領域と異なり,新しいファ
ミリーであるRingfingermotifを形成している｡このファミリーには,マ
ウスリンパ球転写リブレツサーのRPTl,免疫系のⅤ (D) J組み換えの活
性化タンパク質RAG-1,ヒト52kDaRNA結合タンパク質,酵母の
RAD18等がある｡
WD40配列は,三量体Gタンパク質のβサブユニットに代表される配列
であるが多くのタンパク質で他のタンパク質と相互作用する領域であるこ
とが示唆されている｡ COPlにおいても同様に他のタンパク質との相互作
用部位になっている可能性がある｡
これらの領域の間にα↑リックスに富んだ領域があり,コイルドコイル
を形成する可能性が示唆されている｡コイルドコイル領域はミオシンの尾
部構造に代表されるほか, FOS/JUNのようなDNA結合タンパク質の2
景体の形成に関与している｡ COPlもこの領域を利用して未知のタンパク
質と相互作用しているのかもしれない｡
T DNAtaggedlineより単離されたCOP9は,197アミノ酸残基からな
るタンパク質でその配列は特徴ある構造がみられない16)0 22.5kDaのタン
パク質でほうれん草のCOP9と82%の相似性があるよく保存されたタン
パク質である｡植物個体全体から調製したタンパク質を分子量によって分
画するとCOI)9タンパク質は, 560kDaの大きい画分に兄いだされる｡こ
れは, COP9タンパク質が複合体の構成成分の一員をなしていることを示
している｡暗所で育てた植物から調製したタンパク質ではこの複合体がも
う少し大きい画分に兄いだされ,これに光を照射することで安定な560
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kDaの複合体に変化する｡このことは暗条件ではさらにいくつかのタンパ
ク質が構成成分として結合していることを意味しているのかもしれない｡
またCOP9遺伝子の発現量は,明暗両条件で変化しない｡これは, DETl
やCOPlタンパク質と同様にリン酸化やほかのタンパク質との相互作用
によって機能が制御されていることを示唆しているのかもしれない｡
光形態形成変異とは別に芽生えの子葉にアントシアニンが蓄積して赤く
なる変異として単離されてた変異株fusca (表1)の一つfus6は,今まで
述べたdet, copと同様の形態形成を暗所で行う17)｡この遺伝子も近年単離
され, 441アミノ酸残基からなる50.5kDaのタンパク質をコードしており
全体的にαヘリックスに富んだ構造をしている｡この遺伝子の発現量は光
制御を受けており,光によって発現が誘導される｡現在遺伝子が単離され
ていないもので同じような形態変化を示す変異としてcoP8, coZ'10, cop
ll,fus8,fus9が知られている｡これらのタンパク質は, COP9で兄いだ
された560kDaの複合体の構成成分として存在しているのかもしれない｡
今後の研究が待たれる｡
GTP結合タンパク質の光シグナルへの関与
植物細胞中にも動物細胞と同様にGTP結合タンパク質が存在すること
が生化学的に示唆されていたが,低分子量のGタンパク質と三量体のGタ
Chormosome 
emb781(-fus6--I) ??
emp78-2(-fus6-2) ??
emp134(-fus8-1) 迭?
emp143(-fus7.1-cop9-1) 釘?
emp144(-fus9-I) ??
emp168(-fus1-1-cop1--5) ??
fus2(-detll) 滴??
det2-cop7 ??
表1 fusca. cop, detおよびemp変異の対応表｡
いくつかの変異は異なった名称で単離されている｡ (Meinkeら
の論文を改変)
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ンバク質のαサブユニットの遺伝子が単離され, GTP結合タンパク質が
植物内にも存在することが分かった18･19･20,21)｡また三量体のGタンパク質
の括抗剤を用いた実験によって三量体のGタンパク質が光によって制御
されている遺伝子の発現に関与していることが,ダイズの培養細胞や22)カ
ラスムギの芽生えを用いた実験によって示された23)｡
ロックフェラー大学のNeuhausらは,フイトクロームの欠如したトマ
トaureaの腫軸細健三にマイクロインジェクションによってフイトクロー
ムタンパク質を注入するとアントシアン合成,葉緑体の分化, CAB遺伝子
の発現が引き起こされることを示した｡このことは,これらの光で誘導さ
れる変化が実際にフイトクロームからのシグナルによって起こることを示
している｡さらにこの歴軸細胞にGタンパク質の活性化剤または,阻害剤
を注入することでフイトクロームの注入で誘導されるこれらの変化の初期
にGタンパク質の活性化が関与していることが示唆された24)｡また京都大
学の吉田,-.佐々木らは,エンドウの低分子量Gタンパク質の発現を様々な
波長の光の条件で調べることによって,調べた11個のGタンパク質遺伝
子のうち特に2個のGタンパク質遺伝子の発現量がフイトクロームの活
性化によって負の制御を受けていることを示した25)｡Clarkらは,エンドウ
の核膜に局在する低分子量Gタンパク質のGTP結合能がフイトクローム
の活性化によって上昇することを示した26)｡これらのことは,フイトクロー
ムからのシグナル伝達経路にGタンパク質が関与していることを示唆し
ている(図2)0 Gタンパク質がシグナル伝達経路とどのように関わってい
るかは今後の解析を待たなければならない｡
植物ホルモンと光形態形成の関係
植物ホルモンは,光形態形成と重複した作用を持っている｡光シグナル
とホルモンとの関係は,不明の点が多いがこれらの関係を示唆するいくつ
かの実験がある｡例えばフイトクロームは種子中のジベレリン合成を促進
することが知られている｡野生株の種子を暗闇中でサイトカイニンの存在
下で発芽させるとdetl様の形態に生長させることができる27)｡また野生
株の種子を特別な液体培地中で振とう培養すると暗闇中で花芽まで生長さ
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図2　光形態形成関連遺伝子の相関図｡
せることができる28-30'｡これらの結果は,光形態形成とホルモンが巧みな
関わりあいを持っていることを示唆している｡ `
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｢高等植物の葉緑体DNAの
構造と系統解析｣
菅　野　　　明
1.葉緑体DNAとは
葉緑体DNAは1960年代のはじめにその存在が示唆されてから,その大
きさ,分子型,コピー数などが研究され,最近ではさまざまな植物におい
て制限酵素地図の作成,転写翻訳に関する研究などの分子生物学的研究が
なされてきた｡図1に野生イネ(07γ2a Ojficinalis)の葉緑体DNAの制限
酵素地図を示した｡高等植物の葉緑体DNAは環状2本鎖DNAであり,そ
の多くは120-160kbの大きさで23S,16S,4.5SrRNAを含む約20kbの
領域が1つの軸を対称に2ヵ所存在しており,逆位配列(IR)と呼ばれてい
る1)｡そしてこのIRによって分けられたうちの長いほうの領域は大単一配
列(LSC ; 1argesinglecopy region),短いほうの領域は小単一配列(SSC ;
small single copy region)と呼ばれている｡
1970年代から現在にかけて葉緑体DNAの制限酵素地図と遺伝子地図
が数多くの植物で決定されており,特にここ7,8年の間にゼニゴケ(〟dr-
chantia polymoゆha)2),タバコ(Nicotiana tabacum)3),イネ(07γZa
satiua)4)をはじめ数種の植物において葉緑体DNAの全塩基配列が決定
され,葉緑体DNAにコードされている遺伝子の全体像が明らかになったo
ゼニゴケの葉緑体DNAは121,024bpからなり, 23S, 16S, 5S, 4.5S
rRNAと32種のtRNAを含む128個の遺伝子が同定され,一方タバコの
葉緑体DNAは155,844bpからなり上記の4種のrRNAと30種の
東北大学遺伝生態研究センター
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tRNAを含む145個の遺伝子が同定された｡この葉緑体DNA上にコード
されている遺伝子はrRNA, rRNAの他に光合成系Ⅰ ･ ⅠⅠ複合体のサブユ
ニット,ATPaseのサブユニット,チトクローム複合体のサブユニット,葉
緑体RNAポリメラーゼのサブユニット,葉緑体リボソームタンパク質の
一部などである｡イネにおいてこれらの遺伝子の発現を解析した結果,ほ
とんどの遺伝子が発現しており,単独で発現する場合とポリシストロニッ
クな発現をする場合があることが分かっている/5)0
2.葉緑体DNAを用いた系統解析
高等植物の葉緑体DNAは,構造･大きさ･遺伝子の配列が非常によく保
存されており,単子葉植物であるイネと双子葉植物であるタバコを比較し
てみてもイネ科特有の約20kbの逆位がある4)をことを除いて,基本的な
遺伝子の配列は極めて類似している｡
このことを利用し,近年植物分子系統学では葉緑体DNAを用いた植物
間の系統関係を調べる研究が盛んに行われている｡最もよく用いられる方
法は葉緑体DNAの制限酵素切断パターンの比較による方法(RFLP;
Restriciton Fragment Length Polymorphism)である｡比較的近縁な植
物の葉緑体DNAを制限酵素で切断して,電気泳動を行うことによって得
られる制限酵素切断パターンを比較すると,よく似てはいるが少しずつ異
なったパターンを示す｡これはある制限酵素の認識配列中に起きた変異に
よりその制限酵素部位が消失したり新たに出現したりした場合や, DNA
断片の挿入あるいは欠失によりそのDNA断片の移動度が変化したことに
よって起こったものである｡これを様々な制限酵素を用いて近縁植物間の
制限酵素切断パターンの類似度を求めることによって近縁植物種間の系統
関係を調べることができる｡この方法によって得られた系統関係(系統樹)
は植物の形態学的見地から分類していた今までの系統分類と非常によく一
致することが知られており,現在までにTriticum属及びAegil()ps属6･7),
Nicotiana属8), BylaSSica属9)をはじめとして数多くの植物の種属間で葉緑
体DNAの多塑性を利用した系統関係が調べられている｡しかしながら,こ
の比較する植物が系統的に離れている場合などは制限酵素切断パターンが
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全く違うために比較することができない｡このような場合には葉緑体
DNA上にあるrbcL遺伝子(Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/
oxygenaseの大サブユニットをコードする遺伝子)やpsbA遺伝子(光合成
系ⅠⅠの反応中心を構成するタンパク質のひとつである32kDaタンパク質
をコードする遺伝子)の塩基配列を比較することにより,その類似度から
系統関係を調べる方法があり,かなり広範囲な植物の系統関係が解析され
ている10･11･12)0
3.近縁植物間に見られる葉緑体DNAの構造変異-イネ属植
物を例として
前述のイネの属するイネ属(0り′Za属)植物においてもこの葉緑体DNA
の制限酵素切断パターンを比較することによって系統解析が行われてお
り, Ishiiら13),DallyとSecond14'によって詳しく調べられている｡この近
縁植物間に見られる葉緑体DNAの多型性には一体どのような変異がある
のだろうか｡この変異を詳しく解析した結果をイネ属植物を例にして述べ
ることにする｡
(1)イネ属植物葉緑体DNAの制限酵素切断パターンの解析→
イネ属植物には20余種が知られており,ゲノム分析によりAA･BB･
BBCC･cc･CCDD･EE･FFの7つのゲノム構成に分類されている｡イ
ネ属植物における葉緑体DNAの分化をより詳細に解析するために遺伝的
に離れているものを比較する必要があるが,全塩基配列の決定されている
AAゲノムの0. satiua (cv. Nipponbare)の他に, BBゲノムの0･pun-
ctata (W1515), ccゲノムの0. 0mcinalis (WOOO2), EEゲノムの0. aus-
traliensis (WOOO8)の3種のイネ属植物を用いた(括弧内は品種及び系統
名を示す)0
まず4種のイネ属植物0. satiua, 0.punctata, 0. obicinalis, 0･ aus-
traliensisの緑葉から葉緑体DNAを抽出し,制限酵素BamHIで切断しア
ガロースゲル電気泳動して,制限酵素切断パターンを比較した.その結果,
これら4種の制限酵素切断パターンはよく似てはいるが少しづつ異なるバ
ンドパターンを示していた｡これは上で述べたように塩基置換による制限
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酵素切断部位の変異やDNA断片の挿入･欠失変異によるものと考えられ
る｡
(2)イネ属植物葉緑体DNAのクローニングとその構造比較
これらのイネ属植物のうち,栽培イネである0.sativa以外のイネは葉緑
体DNAを抽出するのに十分な量の材料を得るのがきわめて困難なため,
これらの葉緑体DNAをより詳しく解析するために入ファージベクター
とプラスミドベクターを用いて全領域をカバこするクローンバンクを作製
した｡またこれら各クローンのPstI, BamHIの制限酵素地図を作成し, 3
種のイネ属植物の葉緑体DNA全体の制限酵素地図を作成した｡そのうち
0. ()j行cinalisの葉緑体DNAの制限酵素地図を図1に示した｡
これら3種と栽培イネ(0. satiua)の葉緑体DNAの制限酵素地図との比
較解析は0.7%のアガロースゲル電気泳動によって行ったので100bp以
上の変異はすべて検出されていると考えられるが,数カ所の制限酵素部位
が異なったのと0.punctaia, 0. obicinalisにおいてそれぞれ1カ所の欠失
変異が存在することがわかった15)0
同じ様な解析は他の植物でもなされており, Beta属においては6種の葉
緑体DNAについてその変異を解析しているが16),この6種において100
bp以上の欠失･挿入変異はBeta uulgarisを基準にしたときに合計10カ所
図1 0, ()jiPL7'nalistの葉緑体DNAの制限酵素地図o
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あり,またTriticum属及びAegilops属においては35種について解析し
ているが7) Triticum aestiuumを基準にしたときに合計14ヵ所の欠失･挿
入変異が検出されている｡従って葉緑体DNAの多型性からみるとBeta属
やTriticum属及びAegilops属の変異に比べてイネ属の葉緑体DNAの変
異はきわめて少なく,比較的近縁な種によって構成されている属であると
考えられる｡
また4種のイネ属植物の葉緑体DNAを比較したときに変異が葉緑体
DNAのLSC,しかもLSCのPsbA遺伝子からrbcL遺伝子までの領域に
集中していることがわかった｡この領域はNicotiana属の葉緑体DNAに
おいても多くの変異が見られた領域であり8),またこの領域はイネ科植物
の葉緑体DNAに特有の逆位が見られる領域でもある｡さらにイネカルス
及び懸濁培養栽培において培養中に葉緑体DNAに変異が起こることが報
告された17,が,この変異が起きた領域もこの東城に集中していることか
ら,この領域は葉緑体DNAにとって変異が起きやすい,あるいは起きた変
異が固定しやすい領域であると考えられる｡
(3)イネ属植物葉緑体DNAに見られた欠失変異
0.punctata, 0. oj行cinalisで見られた欠失変異がどのような機構で起
こったのかを詳しく解析するために, 0.punctata, 0. 0jficinalisでこの欠
失変異の見られた領域を含むDNA断片をファージクローンからプラスミ
ドクローンにサブクローニングし,さまざまな制限酵素で切断してアガ
ロースゲル電気泳動することによりこの欠失変異の正確な位置を決定し
た｡その結果, 0.punctataで見られた欠失変異はJrnQ遺伝子とゆslb'追
伝子の間の領域で, 0. 0jficinalisで見られた欠失変異はatI)I遺伝子と
alPH遺伝子の間の領域でそれぞれ欠失していることがわかり,どちらも
遺伝子と遺伝子の間のスペ-サー領域が欠失していた(図2A)0
次に, (). punclataと0 ()jWcinalisにおけるこの欠失変異付近の塩基配列
を決定し, 0. saliz)aのこの付近の塩基配列と比較した結果, 0. I,unctataの
欠失変異はひとつづきの453bpが欠失しており,この欠失した塩基配列は
両端にはAGAAAAAAATという10bpの直列反復配列が存在した｡また
0. ('jijicinaliLblの欠失変異もやはりひとつづきの322bpが欠失しており,こ
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の欠失した塩基配列の両端にはやはり直列反復配列があり, AATAGAA
(T)AATGAGという13(14)bpの直列反復配列が存在した(図2B)｡この
ことから0. punctata, 0. 0jWcinalisで見られた欠失変異は直列反復配列を
介したDNAの組換えによる変異と考えられる17)0
この葉緑体DNAにおける直列反復配列を介した欠失変異については,
コムギでも知られており, Triticum属及びAegilops属の葉緑体DNAの
比較解析で報告されている6)0 Triticum属及び/Aegilops属では2つの欠失
変異について解析されており, 1つはGATTTTTTTという9bpの直列
反復配列,もう1つはATTATという5bpの直列反復配列に挟まれた領
域の欠失変異であった｡これらの直列反復配列同士を比較しても相同性は
みられないが本実験で見つかった直列反復配列と同じようにATに富ん
でいるという特徴があった｡
次に, 0, punctata. 0. 0jficinalisで見られた欠失変異が他のイネ属植物
rps2　　　　　　　　alp i alpH
Oryza satIVa
Oryza offJCJnaJIS
Oryza s a I 1 Va CTAGATCTATATC CTTTATGTCTATAAGTTCAGTCATCTTTTGTATGG GTTTCCACTTTAAGGAA
*****************************************************************
oryza olrlCJnallS CTAGATCTATATCCTTTATGTCTATAAGTTCAGTCATCTTTTGTATGGGTTTCCACTTTAAGGAA
TTTTTTTTGAATCCGATT血ATAGAAAATGAq姐AATACACAAACAAAATAGAAGAAACAAATTG
***　***************
ATATG.クGGATGGAATGAAAGATCAGTTGGTTGGAAAGA-GAG如TAGAATAATGAGDAC
★★★★★★★★★★★★★★.土★★
H1-- /ク′ =--日日一一一日一一一一一一一一日=----=-HBLATAGAATAATGAGTAC
ACAAACCTCTAATGATTAGAAACTAAAAAGGAGATCTCGPLAGCAGTT CGGAGAATTCAGAT
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★ナ★★★
AcAAACCTCTAATGATTAGAAACTAAAAAGGAGATCTCGAAGCAGTT CGGAGAATGCAGAT
図2　0. OjWcinalisの葉緑体DNAに見られた欠失変異o欠失変異付近の制限酸
素地図｡ P, PstI; E, EcoRI; B, BamHI; Ⅴ, EcoRV. B.欠失変異付近の
塩基配列比較｡相同性のある領域は星印で示し,四角で示した領域は直列反
復配列を示す｡
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にも見られるのかどうかを調べるために,イネ属植物15種30系統を用い
て,これらの緑葉から全DNAを抽出し,適当な制限酵素で切断してアガ
ロースゲル電気泳動し,適当なプローブを用いてサザンハイブリダイゼイ
ションすることにより,欠失変異の有無を調べた｡
その結果, 0.f'unciala (W1515)の葉緑体DNAに見られた欠失変異は
同じBBゲノムの0.punctata (W1514)とBBCCゲノムの0･minuta
(W1319, YOO22)に見られ, 0. 09icinalis (WOOO2)の葉緑体DNAに見ら
れた欠失変異は同じccゲノムの(). OjWcinalis (WOO12, WOO65, WO564,
W1252)及び0.eichingeri (W1521)とBBCCゲノムの0･punctata
(W1564)に見られた｡このことから, 0.punctata (W1515)で見られた欠
失変異はBBタイプの欠失変異, 0. obicinalisで見られた欠失変異はcc
タイプの変異であるということがわかった｡また, BBCCゲノムのイネ属
植物の葉緑体DNAにBBタイプの変異を持つ植物とccタイプの変異を
持つ植物があるということから, BBCCゲノムの成立には2通りありBB
ゲノムを母型にした場合とccゲノムを母型にした場合とがあると推定さ
れる｡ BBタイプの欠失変異を持つ0. minuta (W1319, YOO22)はフィリ
ピンに分布する種でccタイプの欠失変異を持つ0.punctata (W1564)は
アフリカに分布する種であることから,地理的分布を見てもBBCCゲノム
の成立に2通りあるという仮説に矛盾しない｡
またイネ属植物にはCCDDゲノムをもつ0. latlf()lia, 0. alto,そして0･
grandl'glumiLb.が知られているが, DDゲノムの種は現在まで発見されてい
ない｡ CCDDゲノムに属するこれら3種のイネ属植物には(). ojiPcinalis
(wooo2)の葉緑体DNAに見られたccタイプの欠失変異は見られなかっ
た｡ CCDDゲノムができたときにはccゲノムを母型にした交雑とDDゲ
ノムを母型にした交雑とが考えられるが,少なくともこの3種については
DDゲノムのイネ属植物が母型となったと考えられる｡
その後の研究で0. satiuaの中でも, 2つの亜種JaponicaとIndicaの葉
緑体DNAを比較したときにIndicaには特有の欠失変異があり,さらに
Indicaの中でもC8005という系統は他のIndicaの系統には見られない欠
失変異があることがわかった18)｡これらの欠失変異は0.punctata, 0.
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obicinalisで見られた欠失変異と同様に両端に直列反復配列があり,それ
ぞれTTACTTTTTTCAとAGGGTTTTというATに富んだ配列だっ
た｡このように同じ種内及び同じ亜種内に変異がみられることから,ここ
に見られるような直列反復配列を介した欠失変異は葉緑体DNAの変異の
中でも非常に起こりやすい変異なのではないかと考えられる｡
4.ま　と　め
葉緑体DNAは高等植物から藻類にいたるまで,その構造は非常によく
保存されている｡マメ科植物の位置部には逆位領域が欠失している(逆位
領域が片方しかない)ものがあり19･20),またイネ科植物には特有の逆位領域
があるにしても,多くの種では全体の構造やコードされている遺伝子群は
保存されている｡この極めて高い保存性には葉緑体DNAの逆位領域が関
与しているのではないかと考えられている｡
長い進化の流れの中で葉緑体DNAに蓄積される変異には様々なタイプ
の変異がある｡その中でも単一の塩基置換による変異が最も起こり得る変
異であることはたやすく予想でき,近縁植物間で葉緑体DNAの制限酵素
切断パターンを比較したときに見られる多型性は,その変異によるものが
多いと考えられる｡しかしイネ属植物の葉緑体DNAの比較解析からは,早
一の塩基置換による変異だけでなく,直列反復配列を介した欠失変異も非
常に起こりやすい変異であるということがわかった｡
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マイコクローム系からみた稲ゴマ
葉枯れ病菌の生態型
熊谷　　忠･木原　淳一
は　じ　め　に
植物や動物は,直接的にしろ間接的にしろ,太陽からの光なしには生き
られない｡種子が発芽し,茎葉を形成し,果実に至る植物の一生は,エネ
ルギー獲得のための光合成とは別に,フイトクb-ムを光受容体とする光
反応によって調節される｡フイトクロームによる低エネルギー光反応の特
徴は,緑化植物の発生や分化の様式を切り換えることにあり,このような
光環境要因によって発生や分化の過程が調節される現象は光形態形成と呼
ばれる｡また,フイトクロームによる光調節反応とは異なり,青色光によ
る光調節光反応がクロロフィルの合成,葉緑体の形成や運動,孔辺細胞の
開閉など様々な場面で知られている｡これらの光生理現象の作用スペクト
ルは, 450nm付近と360-380nm付近に作用ピークを示し, ｢青色光効果｣
と呼ばれている1)0 ｢青色光効果｣の光受容体をめぐって,最近,ある種の
フラビン分子とプテリジンの可能性を強く支持する論文が提出されてい
る2)0
一方,クロロフィルを持たない下等植物の生活にとっても光が重要な役
割を果たすことは,バクテリアにおける光合成やDNAの損傷と光回復な
どで知られている｡また,カどやキノコなど菌類の生活でも,子葉体(き
のこ)や有性,無性の胞子の形成,菌糸の生長などの形態形成,光屈性や
光走性などの運動,カロチノイド合成などでも知られており,多くが｢青
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色光効果｣である｡このうち,胞子の形成は,菌の生活域の拡大に繋がり,
病原性の菌であれば病気の拡散の原因になるので,人間社会にとっても大
変重要である｡
マイコクローム系による胞子形成の光調節反応
高等植物や動物の"光周性反応日は, "長日効果=あるいは=短日効果日
として良く知られるように,生殖の切り換えにとって大変重要である｡こ
れに反し,菌類における"光周性反応"の意義はそれほど強く認識されてい
ない｡しかし,胞子が一日のある決った時間に形成され,一日のある決っ
た時間に吐出されることは良く観察されている事実である｡後に述べるよ
うに,胞子形成にとって必要な暗期反応の進行が光照射によって阻害され
る(光中断効果)ことからも判るように,菌類の胞子形成にとっても明期
と暗期の存在は非常に大事である｡胞子形成過程における光誘導相(明期)
と光阻害相(暗期)の存在から,菌類は次の3つのグループに分けること
ができる(ここでは不完全菌の胞子形成を例に挙げているが,子葉菌,担
子菌にも基本的には適用できる)0
グループ1:連続暗黒下では分生子柄も胞子も形成されず,栄養菌糸の
みの生長を行う｡菌糸が光を受けると,胞子形成の前段階である分生子柄
の形成が誘起され(光誘導相),引き続いて暗黒に置かれると胞子が形成さ
れる｡この暗期反応の進行は光によって阻害され,胞子形成は抑制される
(光阻害相)｡このように,このグループの菌では,連続明あるいは暗条件
では胞子は形成されず,明暗のサイクルの下でのみ胞子は形成される｡こ
のグループの菌としては, Choanephora cucurbitarum, Alternaria tomato,
A. S()lani, B()t77tis cineylea, Biporalis o7yZaeなどが知られている｡
グループ2:分生子柄の形成の誘導にはとくに光を必要としないが,そ
の後の胞子形成に至る過程は光阻害を受ける｡従って,このグループの菌
では連続明条件では胞子が形成されないが,連続暗黒あるいは明暗の下で
胞子が形成される｡このグループの菌としてはBif)()raliLb･ 01yZae KU-13が
知られている｡
グループ3:分生子柄の形成の誘導には光を必要とするが,その後の胞
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子形成過程は光阻害を受けない｡つまり,連続暗条件では胞子が形成され
ず,連続明条件あるいは明暗の下で胞子は形成される.このグループの菌
としてはTrichoderma ul'ride, Fusarium uiride, Cercosporella heゆatri-
ch()idesなどが知られている｡
このうち,分性子柄の形成の誘導に光を必要とするグループ1と3を
日光誘導型日,光を必要としないグループ2を"非光誘導型"とよぶoいづれ
のグループに属するにせよ,菌類の胞子形成は, 530nmより短波長側の青
色域(Blue/UV-A)と近紫外域(UV-B)の両方,あるいは近紫外域(UV-
B)のみの光によって調節される｡
筆者達は,グループ1に属するAlternaria chichorii, A. solani, A.
tomato, Bipwalis oyyzae, Bot73,tis cinereaなどの不完全菌の胞子形成は,
青色光と近紫外光による括抗反応(Mycochrome系)によって調節させる
ことを見出し,これまで,種々の生理学生化学的研究を行ってきた5･6)｡こ
れらの不完全菌は,連続暗黒下では栄養菌糸のみの生長を行い,胞子を形
成しない｡ところが,栄養菌糸が秒～分の長さの近紫外光を受けると胞子
形成の前段階である分生子柄の形成が誘起され,その後暗黒に置かれると
分生子柄が形成される｡さらに,引き続いて暗黒に置かれると分生胞子が
形成される｡ところが,分生子柄形成誘導のための近紫外光照射と同時に
青色光を照射すると,近紫外光による分生子柄形成の誘導効果は打ち消さ
れ,胞子は形成されなくなる｡図1には,異なった光強度の315nmの近紫
外光と447nmの青色光を同時に照射した場合の,最終的に形成された胞
子数の増加を示した｡ 490mW･m-2の光強度の315nmの光を照射後暗黒
に移すと, 15秒以内の誘導期間の後,照射時間が増すに連れて形成誘導さ
れる胞子数は増加した｡こ4) 315nmの光と415nmの光の混合光を用いて
胞子形成を誘起すると,約30秒の誘導期間の後,照射時間が長くなるにつ
れて胞子数は増加したが, 315 nmの光の単独照射の場合に比べて形成され
る胞子数は少なかった｡ 315nmの光の単独照射の場合,光強度を120
mw･m~2に低下すると,光強度が高い場合に比べて,誘導期間が長くなり,
形成誘導される胞子数も減少した｡これに, 447nmの光を同時照射すると
誘導期間は延び,胞子数はより減少した｡この様に,胞子形成を誘導する
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図1近柴外光と青色光との同時照射によるA. tomatoの胞子形成誘導効果
○は490mW･m~2 (左図), 120mW･m~2 (右図)の315nmの光の単独照
射｡●はそれぞれの光強度の315nmの光と7W･m~2の415nmの光との同
時照射による胞子形成誘導効果を示す(3)0
のに必要な誘導期間の長さ,最終的に形成される胞子数は近紫外光の光強
度,同時に照射される青色光の光強度に左右される｡また,光照射時間を
一定にし,種々の光強度の315nmと447nmの混合光照射により誘起され
る胞子の形成数を調べると,誘起される胞子数は完全に2つの光の強度,す
なわち, 2つの光の量の割合に依存することが判る｡図2に示すように,脂
子形成を誘導するのに有効な光の作用スペクトルは340nmより短波長の
光が有効であり, 300nm付近にピークを示した｡これは,菌類の胞子形成,
あるいは,植物の色素合成などで知られている"UV-B"による光調節反応
と同様である｡一方,胞子形成の誘導効果に抑制的に働く光の作用スペク
トルは, 530nmより短波長側の光が有効であり,青色域では447nm付近
に, UV-A域では360-380nm付近にピークを示したoこれは,前にも述べ
た植物や動物で広く知られる,典型的な｢Blue/UV-A光受容体｣による
…青色光効果"の反応である｡
また,分生子柄形成を誘導するための近紫外光照射後,それに引き続く
暗期開始後6-8時間日の発育段階にある分生子柄が青色光を受けると,形
成された分生子柄は先端が尖った細長い気中菌糸に脱分化し,胞子は形成
されなくなる(光中断効果)｡この青色光による胞子形成阻害効果は同時に
マイコクローム系からみた稲ゴマ葉枯れ病菌の生態型　65
.rLPr　_　LPrL2
o ou　　　　　6　　　　　4　　　　　2　　　　　0
.-　　　　　o 0 l‖U 0
昇rIY,rf Ill
ig-0
MH103
改　ま三(nm)
000
･Lk T(i,京L有
360　　400　　44Ci　480　　528
波長(nm)
図2　a.胞子形成を誘導するのに有　b.近紫外光による胞子形成誘導効果
効な光の作用スペクトル
●はA. tomato, ○はH. 07yZae
の場合を示す
に抑制的に作用する光の作用スペクト
ノレ
●はA. iomaio, ○はH. 07yZaeの場合
を示す(4)
照射される近紫外光によって打ち消され,再び,胞子が形成されるように
なる｡この発育段階においても,青色光と近紫外光は相互に打ち消しあい,
最終の生理効果は2つの光の光量によって決る｡
このように,不完全菌の胞子形成は,栄養菌糸から分生子柄が形成誘導
される発育段階と,一定の成熟段階に達した分生子柄から分生胞子の形成
が誘導される発育段階の2つにおいて,相反する方向に働くUV-B光と
Blue/UV-A光による光反応によって調節される｡この光反応は,光質は異
なるが,生理的機能から緑色植物の光形態形成を調節するフイトクローム
と大変よく似ている｡フイトクロームは赤色光と近赤外光照射によって赤
赤色光
色光吸収型(PR)二　近赤外光吸収型(PFR)の光変換を示す単一の色素
近赤外光　′
蛋白で, P｡Rが生理的に活性な型である｡一方,マイコクローム系による光
調節反応には,少なくとも次のような2つの異なった光反応が含まれる｡近
紫外光による光反応は胞子形成の誘導に活性な物資Ⅹactを生成する｡
近紫外光　　Ⅹinact Xact---胞子形成誘導
近紫外光受容体Pnuv- P*nuv⊥∠一一→ Pnuvまたは破壊物
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青色光による光反応は胞子形成の誘導に抑制的に働く物資Yactを生成す
る｡
青色光　　Yinact Yact---胞子形成抑制
青色光受受容体PB-P*b Lノ-pbまたは破壊物
(なお, *は光受容体の光励起状態を示す)0
最終的な生理効果は, Xactのもたらす効果([Xact])とYactのもたらす
効果([Yact])の差によって決定される｡一志の光強度の割合にある混合
光照射下では, `光照射時間が長くなるにつれて最終的に形成される胞子数
も増加するので, [Xact]と[Yact]の差が小さい状態でも, [Xact]> [Yact]
が確保されていれば,その差に応じて絶えず胞子形成は誘導され続けるこ
とになる｡したがって,フィールドでは圧倒的に青色光の量が多くそそい
でいるが,量的には少ないが胞子形成に有効な近紫外光も絶えずそそいで
いるのであるから,昼の間に蓄積した[Xact]>[Yact]の総量が夜間にお
ける反応を押し進め,胞子は夜間に形成されることになる7)0
マイコクロ-ム系からみたごま葉枯れ病菌Biporalis oryzae
の生態型
日光誘導型H B. oyyzaeの胞子形成は,栄養菌糸から分生子柄の形成が誘
起される発育段階と,一定の成熟段階に達した分生子柄から分生胞子が形
成される発育段階で,マイコクローム系による青色光と近紫外光による光
反応によって調節される｡一方, "非光誘導型" B. 07yZae KU13において
は,分生子柄は暗黒下でも形成される｡しかし,一定の成熟段階に達した
分生子柄からの分生胞子の形成はマイコクローム系による光反応によって
調節される｡ところで,これまでのマイコクローム系に関する知見は,特
定の単離菌の光調節反応の解析を通じて得られてきた｡自然界に存在する
菌のうち,胞子形成がマイコクローム系によって調節される菌はどのくら
い分布しているのか, "光誘導型"と"非光誘導型"のどちらが自然界で優
先型なのか, "光誘導型"と"非光誘導型"の起源,あるいは,光調節反応は
どのようにして獲得されてきたのかと云った遺伝生態的研究は,これまで
全く行われてこなかった｡そこで,筆者達はこの間題に取り組むことにし
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た｡
東北地方,島根県松江市近郊の水田で栽培されているイネの葉のごま葉
枯れ病斑から多数のB. oyyzaeと思われる菌を単離し,単離した菌を種々
の光条件の下で培養し,胞子を形成させた｡単胞子分離を行い,数回,継
代培養を繰り返した｡こうして得られた単離菌のコロニーの菌叢,菌糸あ
るいは胞子の形状と,単離菌の胞子をイネの生薬に接種し,病原性のテス
トを行い,特異的なごま葉枯れ病斑の形成を以て菌の同定を行った｡こう
して得たB. oTyZae約150菌株のrDNA分析を行い,各菌株の相似性を調
べ,また,各菌株の胞子形成を調節する光反応の光感受性を調べた｡ここ
では, "光誘導型"菌B4, B23, B38株とATCC38853 (American Type
culture Collection)と"非光誘導型日南D3, D5, D6株の結果8)について
紹介する｡
ポリメラーゼチェイン反応(PCR)で各菌株わ18SrDNA,および, 18
Sと28SrDNAの間に位置する5.8SrDNAと5.8SrDNAの両側に局在
するイントロン領域(ITS-5.8S-ITS)を増幅し,制限酵素HpaII,HhaIで
切断した制限断片長多型(RFLP)の電気泳動パターンを調べた｡その結果
を図3に示した｡ Ii(,1を除いた菌株の間では差異は認められなかった｡ま
た,各菌株の全核DNAを,制限酵素BamHIとEcoRI,EcoRIとPstIと
pstIとBamHIの3種類の組み合わせで切断し,得られたDNA断片を用
いて, PCRで増幅したATCC38853の18SrDNAをプローブとしたサザ
ンハイブリダイゼ-ションを行い,そのRFLPの電気泳動パターンを調べ
た｡その結果を図4に示した｡日光誘導型"菌株ATCC38853,B4,B23,B
38と"非光誘導型=菌株D3, D6の間に差異は認められなかったが, D5
だけが他の菌株とは異なづていた｡ B｡1は,この場合, ATCC38853など
と同様であった｡なお, B｡1は20年も前に分離された菌株で,現存,胞子
形成能を全く失っており, RFLPの結果が何を物語っているのか全く不明
である｡また,他の菌株とB｡1の違い,他の菌株とD5の違いも,今後の
興味が持たれる1課題である｡
種々の光条件下で生育した場合の,各菌株の胞子形成の光調節の結果を
表1に示した｡菌株ATCC38853,B4,B23,B38は5日間の連続暗黒下,
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r√s-5.8S-｢｢S rDNA
し.〇∞90SOMQ9MgMNg寸∞MS88MUUトVJaぞe三
18S rDNA
L.099凸S凸M09MgMNg寸∽MSBgmUUトVLaぞe∑
図3　PCRで増幅した18PSrDNA (左)とITS-5.85二ITSrDNA (右)のRFLP
分析(本文を参照)
BamH f/ EcoR I EcoR I/ Pst I pstl/ EcoR I
kbp
23.1
9.4
4.3
.3.022
i.0g9QSdMO9MgMZg寸gMS99MUUILV
P　　. 1　4　3　　30-b　2 394　22
し.Og9凸S凸MQBMgMNg寸gMSe9mUUトV
図4　核DNAのRFLP分析(本文を参照)
P　　. 1　4　3　　30- b　2 394　22
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表1.種々の光条件における単離菌Biporalis ofyZaeの胞子形成
Strain 犯没⑧G&V?ﾖV蹌?
5days()f(EL) 天F?2?ｶb??5daysoftc) 擢F?2ｖb??&ﾆ?ｶﾆ没③?daysof(p) blacklight 
darkness ?ﾆ?ｶﾆ没③?luetight 銚ﾆF?訝??ｶ觚72?1day bluelight 
ATCC38853 t34 Tミ23 B38 D3 調??+ 調?¥ 十 + 十 十 偖ﾂ?
D5 偖ﾂ? 調?十 ??
D6 BO,1 調?十 
a: 5口間連続暗黒下で生育, b: 5ト澗連続プッラクライトランプ(BLB)照射下で生育
C: 5日間連続青色光照射下で生育, d: 4口間BLIミ照射下で生育後1 H暗黒卜で生育
e･ 4日間BLIう照射下で生育の後, 1 H青色光照射Fで生育
◆.分生子柄の状態で停止
あるいは,青色光照射下では分性子柄も分性胞子も形成せず,栄養菌糸の
みの生長を行った｡ 4日間蛍光管ブラックライトランプ(BLB: 360nmに
ピークを示し, 320-420nmの光を放射する)から放射される光照射下で培
養した後,引き続いて暗黒で培養すると分生子柄の形成が誘起さ-れ, 24時
間後にはコロニー全面に胞子が形成された｡ところが, 4日間のBLB照射
下で培養した後,青色光照射下で培養すると,胞子の形成は認められなかっ
たが,コロニー全面に気中菌糸の形成が認められた｡ 5日間,連続BLB照
射下で菌糸を培養すると,胞子は形成されなかったが,コロニー全面に分
性子柄の形成が認められた,従って,その後,暗黒に移すとコロニーの全
面に胞子が形成された｡この様に,これらの菌においては, BLBからの放
射光に含まれるUV-Bによって分性子柄の形成が誘起され,引き続いて暗
黒に置かれると胞子は形成される｡しかし,分性子柄を形成した後の暗期
反応の進行はBLBに含まれる青色光によって阻害されるため,形成され
た分性子柄は気中菌糸に脱分化し,胞子は形成されなくなる｡また, BLB
からの放射光には,胞子形成に正に働くUV-Bと負に働くBlue/UV-Aが
バランス良く含まれている｡そのため,この光の連続照射下では,形成さ
れた分生子柄はその後の分化の方向を決めることが出来ず,胞子形成能は
7()
失わない分性子柄の状態で停滞する｡勿論,分生子柄は生長を続ける｡栄
養菌糸からの分生子柄形成の誘導も, UV-BとBlue/UV-Aの括抗反応に
よって調節されるが,この発育段階でのBlue/UV-Aによる分生子柄形成
誘導の抑制反応は,分生子柄からの胞子形成の抑制反応より弱い｡したがっ
て, BLB照射下における分生子柄の形成は,青色光を含まない近紫外光照
射下,あるいは,短時間の近紫外光照射後暗黒に移した場合に比べ,ゆっ
くりではあるが進行し,一定の成熟段階の分生子柄には達するが,その先
への分化の進行は停止する｡これが,マイコクロームL系による"光誘導型"
菌の胞子形成の光調節反応の特徴である｡また, 315nmの単色光,あるい
は, 315nmと447nmの光の混合光の短時間照射により"光誘導型"菌株
の分性子柄の形成を誘起した後,引き続いて暗黒下で生育した場合の胞子
形成のパターンを調べた｡その結果,各菌株とも315nmの光を照射する
と,形成される胞子数は照射時間が長くなるにつれて増加した｡一万, 315
nmと447.mmの光の混合光照射では,形成される胞子数は照射時間が長く
なるにつれて増加したが, 315nmの光の単独照射の場合に比べ抑制され
た｡また, B4の光感受性は他の3株に比べ極めて低かった｡ B4において
ち,光照射時間を長くしてやれば,多数の胞子が形成されるのは当然であ
る｡これらのデータを分散分析にかけた結果,これら4株の光感受性はそ
れぞれ異なることが判った｡すなわち, "光誘導型"に属する菌でも,菌株
によって光感受性は異なる｡しかし,面白いことに,近紫外光と青色光の
光調節反応は,2つの異なった光反応であるにも関わらず,どちらかだけの
光反応を有する菌を現在のところ見出せずにいる｡これらは,今後,大変
興味のある問題と考えている｡
一方, D3, D5, D6は連続暗黒下では絶えず分生子柄,分生胞子を形成
しながら菌糸が生育する"非光誘導型"菌である(表1)｡このうち, D6は
連続した青色光照射下では分生子柄の形成は誘導された｡しかし,形成さ
れた分生子柄は青色光効果によって気中菌糸に脱分化し,胞子は形成され
なかった｡また, BLBの連続照射下では,分性子柄は形成された｡しかし,
その後の胞子形成は進行せず,いつまでも分生子柄の状態で停滞していた｡
したがって,例えば, 4日間のBLB照射後,引き続いて暗黒に移すと,コ
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図5　マイコクローム系による胞子形成の光調節反応からみたBli)071alis o7γZae
の生態型
UV-B:紫外線UV-B, BLUE:青色光, DARK:暗反応
ロニー全面に胞子が形成されるし,青色光の下では気中菌糸に脱分化した｡
このように,D6では,栄養菌糸からの分生子柄の形成は光によって影響さ
れないが,一定の成熟段階に達した分生子柄からの胞子の形成はマイコク
ローム系による光調節を受ける｡このタイプを"非光誘導型Ⅰ"と名付け
る｡このタイプはこれまでKU13で知られていた｡一方,D3,D5-はD6と
は異なり,どのような条件でも胞子を形成した(表1)｡このタイプは,今
回の研究においてはじめて見出されたタイプであり, "非光誘導型ⅠⅠ"と
名付ける｡ "光誘導型", "非光誘導型Ⅰ, ⅠⅠ"菌の光調節を図5にまとめて
おく｡
おわ　り　に
以上,紹介してきたように, "光誘導型"菌の胞子形成は,栄養菌糸から
分生子柄の形成が誘起される発育段階と,一定の成熟段階に達した分生子
柄から胞子形成が誘期される発育段階の二つでマイコクローム系による近
紫外光と青色光による括抗的光反応によって調節される｡一二万, "非光誘導
壁"菌では,タイプⅠとⅠⅠによって異なるが,分生子柄の形成誘導期だけ,
あるいは,両方の発育段階で光調節を欠く(後者の菌は昼夜を区別出来な
いとも云える)o残念ながら, …非光誘導型"菌における光受容-伝達一反
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応系のどのステップが, "光誘導型=菌と比べ,欠如しているのかは,今の
ところ,全く不明である｡ここでは,データ-を示していないが,約3年
にわたって東北地方,島根県,宮崎県,韓国の各地から分離した約300以
上の菌株の光調節反応を調べたが, 99%以上の菌が"光誘導型日に属する
ことが判った｡マイコクローム系による胞子形成の光調節の機能を有する
イネごま葉枯れ病菌が自然界でこれほど広範に存在することを知って驚い
ている｡また, "非光誘導型"菌については,ほんの数株しか見出していな
いが,自然界古と生存しているのは事実である｡どの様にしてイネごま葉枯
れ病菌がマイコクローム系による光調節反応を獲得したのか, "光誘導型"
と"非光誘導型"のⅠ,Hの関係,つまり,どのように変異してきたのか,同
じBiporalis ()7yZaeに属するD5はどのようにして分化してきたのか,大変
興味の持たれる課題である｡
私はこれまで,光生理現象に興味をもち,とくに,最近は"光生態学日的
研究の展開を指向しようとしている｡ここで紹介したことは,流れとして
は,少なくともこれまでの光生物学の研究では余りまともには取り上げら
れては来なかった課題である｡しかし,最近,フイトクロームによる植物
の光調節に関する大変興味あるフィールドワーク,例えば, neighbouring
effectとか雑草の種子発芽に関する研究が報告されている｡このワーク
ショップでは, =遺伝生態"の目指すものは何か,あるいは, "遺伝生態"と
は何かが問われているわけであるが,今,私がここで紹介したような,あ
るいは,指向しようとしている"光生態学"的関心は,光生物学の分野への
"遺伝生態"的側面を導入するとこうなるのではないかという一つの例を
示している｡ "遺伝生態とは何か日を考え出すことも重要であるが,その思
考の過程で,あるいは,結果として新しい事実の発見がなされたり,新し
い発想が生まれればしめたものであると考えている｡
最後に,今日,成層圏オゾン層の破壊に伴う紫外線UV-Bの増大が生物
社会に及ぼす影響についての知見が要求されている｡ここで紹介したよう
に,多くの菌類の胞子形成はUV-Bによって増大する｡これまでにも,マ
イコクローム系によって胞子形成が光調節される病原菌の拡散を光調節す
る試みはなされてきた｡最近,筆者たちは,光の届かない土の中で起こる
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FusariumやPithiumによるほうれんそうの立ち枯れ病の発生が,ほうれ
んそうの葉にあたるUV-Bによって著しく増大されること,この紫外線の
効果は可視光によって打ち消されること,あるいは,クローバーに付く根
粒菌の発達が紫外光の環境によって影響されることなど植物の地上への光
環境の変動が地下の生活に大きく影響することを見出し,解析を行ってい
る｡これらの,新しい光生態的現象についても,近い将来,紹介する目が
来ることを念じている｡
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莫核微生物における環境応答反応
の遺伝学的解析
大　瀧　　　保
は　じ　め　に
我々の｢生態生理研究部門｣では,主として菌類,藻類など真核微生物
の環境因子に対する応答反応を,遺伝学および細胞生物学的な手法を用い
て解析を行っている｡特に当研究部門では,故山axDelbrtick博士によっ
て開発された千株を越えるヒゲカビ(Phyc()myces)変異株に,更に当研究
室を含む世界各地で得られた新しい変異株を加えて,コレクションとして
保管している｡これらの株を活用しながら,国内外の研究者との連携の下
に, ｢環境要田刺激受容一刺激伝達一応答反応｣系に関する研究を行ってい
る｡
真核微生物の真菌類に属するヒゲカビ(Phycomyces)は,比較的簡単な
体制を有するが,光や重力などの環境要因に対して敏感に反応することか
ら,古くから多くの刺激反応に関する研究に用いられてきた1)｡近年,前述
したように多くの突然変異株が単離されるようになり,特に光反応の研究
分野において,遺伝学的解析も行われるようになってきた｡本ワークショッ
プでは,研究室における研究テーマの一つである, ｢ヒゲカビ胞子葉柄の光
屈性反応の解析｣を中心にしながら,我々がどの様な戦略で｢遺伝生態｣に
取り組もうとしてきたか,について述べた｡
東北大学遺伝生態研究センター
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なぜヒゲカビを使用するのか
我々の用いたヒゲカビ(Phycomyces blakesleeanus)は,真菌類の接合菌
類(Zygomycetes)に属し, (+)と　仁)の二つの接合型がある｡このカ
ビは自然界では希にしか兄いだされないものの, β-カロチン合成異常,薬
剤耐性,栄養要求性,形態異常,刺激反応異常など多くの変異株が単離さ
れている｡これらはいずれも同一の標準野生株(NRRL1555 (-)樵)か,
それに遺伝子的に同質な(+)株に由来するものであり,したがって遺伝
学的な解析には極めて好都合である｡胞子嚢柄に形成された胞子を用いれ
ば,比較的容易に突然誘発処理を行うことができる2)｡一万,両接合型の株
の間に形成された接合胞子は,発芽までに約6カ月もの長い休眠期間を要
するが, progenyを得て,それを解析するのが不可能な程の長さではない｡
またその菌糸上に分化する胞子葉柄は,直径150/〃n,長さ10cm以上に
も達する巨大な多核単細胞で,再生力が強く,したがって顕微手術も容易
である｡この性質を利用してヘテロカリオンの作製3)や外来遺伝子の導入4)
なども比較的簡単に行うことができる｡このカビは生長も速く,胞子の接
種後,約12時間で菌糸が生育し始め,約2日後には胞子葉柄が多数形成さ
れる｡
このカどの最も大きな特色の一つは,このカビが光や重力などの外的刺
激に対して,非常に鋭敏に反応することである1)｡菌糸では光刺激によって
β-カロチンの合成や胞子葉柄の分化がより促進される｡さらに,胞子嚢柄
では,一方向から入射する可視光に対しては正の,また紫外光に対しては
負の屈性を示す｡また,水平に横たえられた胞子嚢柄は,光屈性ほど遠く
はないものの,負の重力屈性を示して上方に立ち上がる｡その他,接合や
胞子嚢柄形成なども,光の制御を受ける｡
最近,ヒゲカどのDNAの種々の性質5,7),プロトプラストの単離や融
合8),そして形質転換4･9~12'など遺伝子レベルでの研究も行われるようにな
り,このカビを用いた光刺激応答反応の研究も,その将来性は非常に増大
した｡
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光屈性と遺伝生態
｢遺伝生態｣とは,生態系の成立ちや環境変化に対するその変化を遺伝学
的な基礎で,より実証的に,また予見的に解析しようとする,新しく開拓
された学際的字間分野に付けられた概念であると筆者は考えている｡いま,
植物や菌類などを考えた場合,環境の変化に対して,多くの場合,動物の
ように不適格な環境状態からより適格な環境状態の場所に早急に移動する
ことはできない｡屈性や物理的機構によって,栄養体の生長方向や種子及
び胞子の散布の方向を徐々に変えて行くしか方法はない｡このような方法
での回避が,もし環境の変化に間に合わなければ,その個体は死滅と言う
淘汰を受け,生態系は急激に変化する｡しかし,もし間に合えば,このよ
うに一見非常に緩慢に見える動きであっても,長い時間の単位で見れば,こ
のような行動も生態系を大きく変化させる要因となろう｡環境要因の変化
が,個体を死滅させないまでも,その種子や胞子の形成にも変化を及ぼす
場合には,その効果は相乗的なものになるに違いない｡
ヒゲカどの光屈性の研究は,古く前世紀にまで遡ることができる｡前述
したように,このカどの胞子嚢柄は10cm以上にもなる細長い糸状の細胞
で,隔壁がなく,中央には大きな液胞が存在し,核を含む細胞質は細胞壁
の内側を覆っている｡このような大型の胞子葉柄が光の方に向かって大き
く屈曲する姿は,多くの研究者を魅了した｡しかも,この胞子嚢柄は時計
方向に, 1時間に約2回転の速さで回転しているため,その光屈曲運動も複
雑なものとなっている｡多くの研究の中で明確になったことは,この胞子
嚢柄の上部に位置する生長域は半透明であるため,一方向から胞子葉柄に
入射した光は細胞のレンズ作用によって反光源側に集中し,光源側よりむ
しろ反光源側に最も強い光を受ける部位が生ずることである｡この最も強
い光を受ける部位が最も速い生長を行うことができれば,胞子嚢柄は光源
側に向かって正の屈性を示すことになる｡このような現象を, Blaauw13)は
レンズ効果(lens effect)と呼び, Shr｡pshire14)はfocusingadvantageと
呼んだ｡同様な現象は,ヒゲカビに近縁で,生長域が肥大するミズタマカ
ビ(Pil()bolus)でも知られており,その胞子葉柄は約2-3mmと小さいも
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のの,光の方に向かって屈曲し,胞子の詰まった胞子嚢を空中に噴射す
る15)0
このような光屈性現象が,これら菌類の生態系の成立ちに影響を及ぼす
ことを認めたと~しても, ｢遺伝生態｣の立場から,これを遺伝学的にどの様
に解析して行くのかが問題である｡ヒゲカビでは,確かに多くの光屈性を
示さない変異株が多数得られている｡これらの遺伝子は, ｢光刺激受容一刺
激伝達一応答反応｣系のどこかに関与しているものと思われる｡ Delbrtick
一派のBergmanら16)は,多数の光屈性欠損変異株の性質を調べ,ある変異
樵(classl.1)ではβ-カロチン合成や胞子葉柄形成などの他の光反応も欠
損していること,また他の変異株(class2)では光屈性以外の光反応は正
常ではあるが,重力屈性や障害物を避けて屈曲する回避反応が出来ないこ
とを明らかにした(図1)｡前者はおそらく光受容側に関与する遺伝子の変
異によるものと思われ,また後者は応答反応側に関与する遺伝子の変異に
ょるものゼ思われる｡その他の光屈性変異株(classl.2)では,これらの反
応はいずれも正常で,したがってこれらの変異株では,刺激伝達系か,あ
るいは光屈性に特有な遺伝子の変異であると推測される｡しかしながら,光
刺激受容側である光受容体の正体も,刺激伝達系の機構も,そして応答反
(RESPONSES)
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図1ヒゲカビにおける｢刺激受容一任王達一応答反応｣系ネットワークの模式[9El.
Bergmannら16-, OotakiらlR', 0()taki29'より改変引用.
真核微生物における環境応答反応の遺伝学的解析　79
応側でも,キチン合成酵素が反光源側で増加することなど少しの現象を除
いて,その機構はほとんど明らかにされていない｡
ヒゲカどの胞子葉柄は,一方向から光が照射されると,数分後には反応
して屈曲を開始する｡このような比較的速い反応に,ある特定の遺伝子の
発現を伴うのかどうか,現在のところそれを示唆する結果は得られていな
い｡また,屈性には,高等植物のように植物生長制御物質が関与している
のかどうかに関しても,現在のところ不明である｡
光屈性の遺伝学的解析
このように見て来ると,ヒゲカビ胞子嚢柄の光屈性反応は現象的には明
確ではあるが,その遺伝学的な解析は多難であるように思われる｡しかし,
光屈性欠損変異株を足かがりに解析を行ってみると,いくつかの事実が明
らかになってくる｡先ず,これらの変異株はいずれも弱い光に対しては反
応を示さないが,強い光に対しては正常な屈性を示すこと16~19),また変異
株間で相補性テストを行った結果,少なくともmadAからmadGまで7
っの遺伝子が関与していること17~19'が明らかになった｡すなわち,我々は
二つの変異株からそれぞれ若い胞子葉柄を取り出し,それらの先端部を切
断後,互いに接ぎ木し,その接点から再生した胞子嚢柄と胞子嚢内胞子か
ら高い効率でヘテロカリオンを得ることに成功した3)｡このヘテロカリオ
ンが光屈性能を回復するか否かを検定することによって,これら遺伝子の
存在を確信した｡
この相補性テストで得られた結果を,前述のBergmanら16'による表現
型からの分類と照らし合わせてみると, madAおよびmadB変異株は光刺
激受容側の変異株(class1.1株)と, madC変異株は刺激伝達系の変異株
(classl.2株)と,そして残りのmadD-G変異株は屈曲反応側の変異株
(class2株)に相当し,ここに表現型による分類と遺伝子型による分類とが
完全に一致した(図1)｡したがって,光受容機構に関する研究には,この
madAおよびmadB変異株がより有用と思われ,事実これらの変異株を使
用して光受容体に関する重要な研究も多く行われたl)0
一方我々は,胞子葉柄が胞子嚢を形成した後(第ⅠVb期20')に,その生
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図2　一方向から光照射されたヒゲカどの胞子嚢柄における光路軌跡の断面図,
および正の光屈性を示している野生株と負の光屈性を示しているミズタマ
カビ型突然変異株の模式図｡光源側と反光源側で最大の光強度を受ける点
(Ⅰ｡maxおよびⅠ｡max)を示す｡ Ootaki & Tsuru28)より改変引用｡
長域が次第に伸長を停止し,代わって肥大するミズタマカビ型突然変異株
(遺伝子型〆l)を単離し21~22),それが野生株と異なって一方向からの光照
射に対して負に屈曲することを兄いだした23,)｡この負の屈曲の過程を映画
撮影法などを用いて精密に解析を行い,またmad変異株との交雑実験を
行った結果,屈性の方向を決定するような特定の遺伝子の存在やその変異
を示唆するような証拠は得られず,このPil変異株で見られた負の光屈性
は,生長域の直径が200/〃n以上にまで肥大した結果であることが判明し
た｡すなわち,それより細い胞子嚢柄は,野生株と同様,光に向かって正
の屈曲を示すが,それ以上に太くなった胞子嚢柄では一斉に正から負に屈
曲を逆転する23)｡この機構はなんであろうか｡
このPil変異株の肥大した生長域は,また光感受性の部位でもあること
から,我々はこの負の光屈性は,細胞内を透過する光の光路が長くなった
ことに起因すると考え,それを基に,ヒゲカビ胞子葉柄の光屈性の方向の
決定は,胞子葉柄の光源側および反光源側で一番強い光を受ける点,この
2点の光強度の比で決定されるという仮説を導いた24~25)｡すなわち,野生型
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の胞子嚢柄の断面を考えた場合,光源側で最も強い光を受けるのは中心線
上であるが,その光強度(Ⅰ｡max)よワも,反光源側で受ける最も強い光の
強度(Ⅰ｡max)の方が,細胞のレンズ作用13'のため常に大きくなり,その
結果,胞子葉柄は正の屈性を示すというものである(図2)〇一万pil変異
樵では,胞子葉柄の肥大によって細胞内の光路長が増大し,光の細胞内吸
収が大きくなり,その結果レンズ効果も消失し,光源側の最大光強度(Ip
max)の万が反光源側のそれ(IDmaX)よりも逆に大きくなり,屈性は負
に逆転することになる｡
もしこの仮説が正しければ,細胞内の光路の長さ(胞子嚢柄の直径)は
正常であっても,細胞の内容物が増加して光の吸収量が増加すれば･やは
りレンズ効果が消失し,胞子葉柄は負に屈曲することになる｡我々はこれ
を,胞子葉柄内にβ-カロチンの多量に蓄積したβ-カロチン過剰産生変異
樵(遺伝子型carS)を用いて証明した25'oまたL,実際にこれら野生株や変
異株の直径,光の透過率や屈折率,外部反射や散乱などの内部反射係数な
どを測定,あるいは推定し,実際に負の光屈性を示すようなPil変異株や
ca,S変異株では,光源側の最大光強度(I,max)の方が反光源側のそれ
(IDmaX)よりも大きくなって,逆転していることを明らかにし_T_--25'o
さらにこの仮説が正しければ,一旦光源側に屈曲を開始した胞子葉柄は,
屈曲角度が大きくなるにしたがって,細胞内の光路長も増大し,いずれPil
変異株と同様, Ⅰ｡max/IDmaX比が運転することになり,その臨界点で胞子
嚢柄の屈曲は停止することになるoしたがって,細い胞子嚢柄ほど最終屈
曲角度は大きく,太さが増加するに従って減少することになり26',pil変異
株のように直径が約200〟mを越えると急に負に方向転換することになる
(図2)｡また,細胞内容物の蓄積などによって,細胞内光吸収率の大きい胞
子葉柄ほど最終屈曲角度が減少することになるoこれらは,理論的に容易
に推定できるが,実験的にも証明することができる26)0
このように考えて来ると,一定の直径を持つ野生型の胞子葉柄では, ~
方向からの照射光に対しては,光学的に臨界角度(計算では約720)を越え
ては屈曲できないことになるo実際にヒゲカどの胞子葉柄では900まで屈
曲せず,約750付近で停止することはよく知られた事実であり,それは正の
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光屈性と負の重力屈性との平衡の結果と言われてきた｡しかし,クリノス
タットを用いて,胞子葉柄に対してあらゆる方向に,また均一に重力刺激
をかけても,やはり胞子嚢柄は臨界角度付近で屈曲を停止することがわか
り,このことからこの胞子嚢柄にはやはり仮説の通り光学的な作用が働い
て,屈曲角度を決めていることがわかる27)0
しかしながら,上記の結果は正の光屈性と負の重力屈性との間の平衡関
係の存在そのものを否定するものではない｡昭子葉柄に種々の方向から光
刺激と重力刺激七を作用させ,その最終屈曲角度を測定してみると,与え
られた重力刺激の方向によって,胞子嚢柄の最終屈曲角度が微妙に異なる｡
したがって,光学的な作用は優先するものの,その限界の範囲内であれば,
負の重力屈性もある程度,このカどの胞子嚢柄の最終屈曲角度の決定に影
響を及ぼしていることになる27)0
一旦負に屈曲し始めたミズタマカビ型変異株の胞子葉柄は,その後どの
ような屈曲行動を示すか｡ビデオ装置などを使用して解析したところ,育
側から光を受けるようになった胞子葉柄は,その後直径の増大と共に一気
に-900まで屈曲するのではなく,直径約200/′m以上300/Jmまでの胞子
葉柄は約-400,それ以上の直径をもつ胞子葉柄は-900の屈曲角度に無限
に近ずいていくことがわかった｡このような屈曲の二相性は,我々の仮説
からも理論的にも推定され,逆に言えば我々の仮説の正当性を示唆する結
果であると言える28)0
考　　　察
以上のように,ヒゲカどの胞子嚢柄の光屈性の研究は,単に光屈性欠損
変異株(mad)だけでなく, β-カロチン合成異常変異株(car),それに生
長域の形態的変異株(Ail)など,種々の変異株を活用して解析されてきた｡
その結果,上述したように,生物物理学的な手法の導入など新たな展開も
可能になってきた29)｡しかし,ここで,いくつかの問題点を探ってみる｡
1)これまで単離されたmad変異株は,全て弱い光に対しては屈性を
示さないが,強い光に対しては正常に屈性を示すことである｡なぜ完全な
光屈性欠損株は単離されてこないのか｡もし,光受容体がリボフラビン系
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の色素であれば,その完全な欠損株は致死的であることも想像に難くない
が,なぜmadD-G屈曲機構側の変異株でも致死的になるのかが理解し難
い｡完全な光屈性欠損変異株が単離されれば,遺伝子のレベルでの解析に
ち,より有利であると思われる｡
2)単離した遺伝子をヒゲカビに導入する場合,我々は若い胞子嚢に直
接注入する方法を確立した4)｡すなわち,胞子葉柄の先端に形成された胞子
嚢は,胞子形成以前は多数の核を含む原形質の満ちた袋である｡この胞子
嚢を胞子葉柄から切りとって,寒天片の上に静置し,その切口から直接ベ
クターに組み込んだ外来遺伝子を注入する｡この胞子嚢はやがて核と細胞
質を取り込んで成熟し,約105個の胞子を形成するが,その際外来遺伝子を
も取り込むことになる｡この方法で,プロトプラストを作製して導入する
方法に比較して8),数百倍高い確立で組換体を作製することができる｡今後
は,より良いベクターの開発と,光反応に関与する遺伝子のクローニング
化を行う必要がある｡
3)上述の如く,一方向からの光照射に対して胞子葉柄が屈曲する場合,
ある特異的な遺伝子の発現を示唆するデータは得られていない.もし光屈
性にだけに関与する遺伝子が存在するとすれば,その遺伝子に変異の生じ
た変異株は, Bergmanら16)の表現型分類によれば,おそらく光屈性以外の
光反応や屈曲反応は正常であると思われる｡したがって,我々の遺伝子型
による分類によれば, madC変異株に属することになる17118)｡今後はこの
グループに属する変異株をさらに詳しく検討する必要があろう｡
4)本研究では,ヒゲカどの胞子嚢柄における光屈性の方向と最終屈曲
角度は,胞子嚢柄の光学的特性によって決定されることを示唆した｡そし
て最終屈曲角度の決定には;重力屈性の作用以上に,光学的な作用が働い
ていることを示唆した｡この種の研究には,光屈性が正常であるにも拘ら
ず,重力屈性を全く示さない変異株が存在すれば,より明確に証明できる｡
既存の重力屈性変異株の中には,現在のところ理想的な変異株は兄いださ
れていない｡しかし,重力刺激に対して,野生株よりも,さらに敏感に反
応する変異株は存在し,その変異株では光屈性に対する重力屈性の影響は,
野生株の場合よりもさらに大きなものとなる27)0
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光や重力,ガスや気流などの外的刺激に対して,ヒゲカビは敏感に反応
し,そして屈曲する｡その仕組みが遺伝子のレベルで解明されれば,より
普遍的な仕組みとして捉えることができる｡そして今後は光だけでなく,あ
まり解析の進んでいない重力刺激30)など他の要因との相互関係で解析す
る必要があると思われる｡これら環境要因の変化が,どのように遺伝子発
現を制御しているのか,そしてどのようにしてその生物の生態系の変化に
関与していくのか,など残された問題は多いoJ遺伝学的な手法を導入しな
がら,より明確に解析するためには,先ずさらに多くの,有用な変異株を
単離する必要があろう｡その意味で,我々の開発した単核胞子を高い割合
で形成する変異株(遺伝子型nuc)31)は,変異誘発剤で処理した胞子から変
異株を単離する場合には,きわめて有効であろうと期待される｡
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高等菌類の系統進化:
形態と分子から探る
杉山　純多･西田　洋巳
は　じ　め　に
菌類は,体制的に大きく2つの菌群,すなわち下等菌類と高等菌類に分
けられる｡下等菌類には,鞭毛菌類と接合菌類が,高等菌類には子嚢菌類,
担子菌類およびそれらの無性時代(不完全菌類)が含まれる1)｡菌類の化石
資料は乏しく,これまで発表された高等菌類の系統進化に関する学説は,覗
生高等菌類の主として比較形態学や比較発生学の研究データの考察から構
築されたものである｡
1960年代頃から,分子生物学の進歩により,生物の系統進化をDNAや
タンパク質といった分子レベルから探求する｢分子進化学｣の道が開かれ
た2-4)｡分子進化は多くの場合,形態レベルに比べて核酸塩基が一定に近い
速度で置換するので,これを``分子時計"とみなし,現生生物のDNAある
いはその遺伝情報の反映であるRNAやタンパク質を比較,解析すること
によって系統樹における分岐の順序やその年代を推定できるようになっ
た｡ 1980年代に入って,分子生物学的技術の進歩(特に遺伝子のクローニ
ング,塩基配列決定法とⅠ℃R法の考案),高速演算可能なコンピューター
の普及と新しい分子進化解析プログラムの開発は,菌類を含む広く生物の
類縁や系統進化を分子レベルから研究する｢分子系統進化学｣を誕生させ
た｡この分子的アプローチの登場により, 1990年初頭より高等菌類の系統
進化の研究は,新しい時代に突入し, ｢菌類分子系統分類学｣ (Fungal M()le-
東京大7分(.組胞Ll:物苧研究所
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cular Systematics)と呼ぶべき新研究分野が誕生した5)0
われわれは, 5年ほど前から分子進化学的アプローチから,高等菌類の系
統進化の諸問題に光を当てている｡本稿では,高等菌類の系統進化を考え
る上で鍵を握ると考えられるTaphn'na, Saitoella両属およびそれらの類
縁菌類について形態と分子(主として18SリボソームRNA遺伝子塩基配
列)両形質の比較解析から得られたわれわれの最近の研究成果の一端を紹
介したい｡
1.高等菌類の系統論諸説
過去に提案された高等菌類の系統論を大づかみに整理すると,紅藻起源
読,接合菌類起源説,独立起源説の3説に分けられる｡藻類起源の多系説
は論拠を失いつつあるが,紅藻起源説は根強く残っている6~8)｡接合菌類起
源説には,ケカビ類や接合菌類にその起源を求めたDangeard6)や
G良umanI19.)などの説がよく知られている｡このカテゴリーに属する1987
年に発表されたCavalier-SmithlO)の説は興味深い｡彼は菌類の細胞壁組
成,細胞構造の体制,リシン生合成経路, 5SrRNA塩基配列などのデータ
を総合して,菌類の起源を原生動物の立襟鞭毛虫類(Choan()ciliata)に求
め,さらに高等菌類の主要な3系統群(エンドミケス門,子葉菌門,担子
菌門)は接合菌類のハエカビ類から分岐したと考えた(図1)｡彼の説では,
広義の菌類は, =真の"菌類と疑似菌類(Pseudo fungi)に2分されている｡
前者は単系統とみなし,ツポカビ類,接合菌類および高等菌類のみを包含
する｡一方,疑似菌類には卵菌類,サカゲツポカビ類,ラビリンツラ類,ヤ
プレツポカビ類(Thraustochytrids)の4菌群を含め,菌類界とは別のク
ロミスタ界(Kingdom Cromista)に位置づけた｡また後述する新綱タフ
リナ菌綱(Taphrinomycetes) (タフ1)ナ目, Schizosaccharomyces,プロト
ミケス目を含む)は,新綱サッカロミケス綱のキチンを消失した仲間とし
てエンドミケス門に位置づけられた｡しかし,彼は初校の段階でタフリナ
菌綱を接合菌亜門に,サッカロミケス綱を子葉菌門の第3の亜門にそれぞ
れ帰属変更した｡
高等菌類の系統諭で独立起源説の代表はCainll)の説である｡彼の説は,
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立襟鞭毛虫煩
図1 Cavalier-SmithlO)の菌類系統図｡他の生物群は省略してある｡
現生の子葉菌類と担子菌類のそれぞれの祖先型として独立栄養を営む水生
の子嚢植物(ascophytes)と担子植物(basidiophytes)を想定し,担子器
は子葉から生じたとする考えに異論を唱えたものである｡
さて,広く高等菌類の系統進化に関する諸説のなかで,特にSavileの
説12,13)はもっとも筋道だったものとして40年以上にたわり注目されてき
た｡彼は, "藻菌類(Phycomycetes)"に起源をもつ原生タフリナ(Protota-
phrina)を高等菌類の共通祖先と想定し,一方の系統群はTaphrinaとその
類縁菌類を含む子葉菌･類へ,もう一方の系統群は原生担子菌類
(protobasidiomycete :元のつづり字のまま)を経て,現生担子菌類へと多
様化したと考えた(図2)｡これまでTaphrina属の系統的位置づけは,請
説で異なるものの,いづれの系統論においても本属は一目置かれてきた｡
2. Taphrina属菌種の特徴と生活環
Taphrina属の系統上の位置づけは諸説あるが,上述のようにSavi1eの
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は合菌類
図2　Savileユ3)の高等菌類の系統樹｡
系統論12･13)では高等菌類多様化の中心的分類群とみなされている｡ Ta-
phrina属の仲間は次のような体制を備えている｡
Taphrina属には約100種が知られ,尾状花序類やバラ科植物に宿主特
異的に寄生し,中にはシダ植物に寄生する種がある｡本属の分類学的モノ
グラフとしてはMixの研究14)が有名である.わが国では, T. u)iesneri
(Rathay) Mix (異名T. ce71aSi (Fuck) Sadebeck)がサクラの天狗巣病菌
としてよく知られている(図3)｡欧米では,モモの縮葉病菌T. deformans
の方が著名で,その生活環が細胞学的に比較的によく研究されている(図
4) 15,16)｡本属菌種は2核性の菌糸と厚壁胞子状態で宿主植物に寄生し,後者
から裸生の子葉が宿主植物の外表面に現れ,柵状に並ぶ｡子嚢形成菌糸を
欠き,子嚢胞子は子嚢内で出芽し,単相の酵母時代に移行する｡酵母細胞
(分生子)は発芽して菌糸を生ずるが,人工培養上ではまれである｡安定し
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図3　Taphrina wiesnen'に感染したサクラ｡小枝が異常に分枝して烏の巣のよう
にみえる｡落葉するとよくわかる｡ (椿　啓介博士撮影)
図4　モモの縮葉病菌TaPhnlna deformansの生活環15,17)0
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た2核性は担子菌類によく見られる特徴である｡
一方, Protomyces属菌種は,キク科やセリ科植物の茎,葉柄,葉脈に寄
生し,浮腫や菌嬰を形成する｡その菌糸(複相,多核)は宿主組織中で3層
よりなる多核の厚壁胞子を形成し,これが発芽して内層が大きく突出して
子葉母細胞(spore sac)となり,内部に多数の単相の子葉胞子を生じる｡
約10種が容認されている18)｡本属菌の培養時代も単相の酵母状で, Ta-
phrina, Protomyces両属の酵母時代は,伝統的分類手法では不完全酵母
Rh()d()torula, Cり少t()coccus両属酵母と区別するのは難しい｡子嚢や子嚢胞
子の形成様式,核相交代の点でTaphrina属とProtomyces属は顕著な相異
があり,通常別目(タフリナ目とプロトミケス目)を構成し, Ainsworthの
分類体系19)によると,両目とも半子嚢菌綱(Hemiascomycetes)に位置す
る｡
一方,我々は, Taphrina, ProtomycesとSaitoella (後述)の3属は細胞
壁構造や化学分類学的特徴がよく似ており,子葉菌類と担子菌類の両方の
性質を合わせもつことを明らかにした(表1)0
また, Taphrina属菌と担子菌類のサビ菌はともに起源の古いシダ植物
から木生双子葉植物に幅広く寄生し,宿主植物との共進化の点で興味がも
たれている.P710tOmyCeS属菌もサビ菌や藻菌類の仲間として分類されたこ
表1 Saitoella comPlllcafa, Taphrl'na
u'l'esnen'及び関連酵母群の特徴
形質 ???bﾆﾆ???T.wiesneri 倡?或ｸﾗ竸｢?S子菌酵母 
減数胞子嚢 佇x*ﾒ?q葉 倡?2?S子器 
細胞壁構造 ???s詳 ???ｽ層 
分生子形成様式 ??ｨ桙?熾ｪ芽 ?9Zｨ桙?熾ｪ芽 
DBB三色試験 ??ｲ?A性 ??ｲ?z性 
ウレア-ゼ試験 冽ｩ??z性 ??ｲ?z性 
DNase試験 ??ｲ?A性 ??ｲ?z性 
主要エビキノン系 窒蔦??-10 ?ﾓbﾃrﾃづ?Q-8,9,10 
DNA塩基組成 (mol%) 鉄?b?9.5 ?ﾓS?>50 
注･各形質の例外的なデータは省いてある｡
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ともある｡いずれにしてもタフリナ目菌類は単相と重相の栄養体が形態的,
生理的,生態的に異なり,重相の菌糸細胞ないしは厚壁細胞から子嚢が生
じるなど子嚢菌類のなかではきわめて特異な一群である｡
3.不完全酵母Saitoella complicataの特性
本属酵母のルーツは今から30年前に遡る｡東京大学第3次ヒマラヤ植物
調査隊(昭和42年,隊長原寛教授)が持ち帰ったブータンの土壌から分
離,同定されたRhodotorulaglutinis (Fres.) Harrison (2株)である｡そ
の分類学的記載はGoto & Sugiyama20)によって1970年に発表された｡ R.
glutinisはカロチノイド色素を産生し,出芽によってのみ無性的に繁殖す
るごくありふれた不完全酵母の一種である(図5)｡その後10数年の間,こ
の2株の分類学的帰属については疑問を持たなかった｡ところが,この2株
は,特異な酵素パターンを持ち, R.glutinisビはかけ離れていることが
Yamazaki　&　Komagata21)の酵素電気泳動パターンに基づくRhodo申0-
ridium, Rhodotorula属酵素の類縁に関する研究によって判明した｡その
後,われわれは,ジアゾニウム･ブルーB (DBB)呈色反応,菌体外DNase,
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図5　Saitoella complicataの栄養細胞27)0
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ウレア-ゼ,酵素電気泳動パターンの数値解析, DNA塩基組成,核DNA-
DNA相同性,ユビキノン系,菌体糖組成などの生化学･化学分類学的形質
について調べた22~25)｡その結果,この2株は,菌体糖組成中にキシロース
を欠き, DBB呈色,菌体外DNase両試験陰性,ウレア-ゼ試験陽性,ユ
ビキノン系Q-10を示した｡さらに,DNA塩基組成51.6m01%と本種の基
準株とは約6%の差異あり,核DNA交雑試験においても低い相同値(23-
25%)を示した｡このような一連の化学分類学的アプローチによる研究か
ら,われわれはこのヒマラヤ産酵母を, Rhodotorula属の既知種とは異なる
新種として発表の準備を進めていた｡そのような矢先,われわれの1985年
の論文22)が米国ジョージア州立大学D.G.Ahearn教授の注目を引き,
Rhodotwula属酵母のなかで唯一DBB呈色試験陰性を示した本酵母2株
の分譲依頼があった｡同教授とR. Simmons博士26)によって, DBB呈色試
験の最確認を含め,その細胞壁･分生子形成の微細構造の特徴が明らかに
された｡本酵母の細胞壁は,内外2層から成る典型的な子葉菌系酵母の特
図6　Saitoella comPlicataの透過型電子顕微鏡像27)0 a.内分芽型分生子形成を示
す｡ b. 2層型細胞壁を示す｡バー-10JLm
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徴を示し,他方分生子形成様式は多くの担子菌系酵母に観察される内分芽
型出芽であった(図6)｡
このような一連の多角的研究の帰結として,われわれはこのヒマラヤ産
酵母2株に基づいて,子嚢菌系不完全酵母の新属新種Saitoella complicata
を提案した27).この新属新種提案の考察のなかで,われわれはSaitoella
complicataはその主要な分類形質から子嚢菌類,とくにタフ])ナ目(Ta-
phrinales)との類縁が推定されると,指摘して置いた(表1参照)｡この推
定がほぼ正しいことは,われわれの18SリボソームRNA遺伝子塩基配列
の比較に基づく系統解析から裏付けられた(詳細は,後述)0
4.子嚢菌類の新主要系統群,り古生子嚢菌類Mの発見とTa-
phrina, Saitoella両属菌の系統学的位置
最近,われわれはTaPhrina属と類縁のProiomyces, Saitoella両属を中
L3<7 7 18SrRNA遺伝子塩基配列に基づき近隣結合法により作成したTaphrina,
sailoellaを中心とする高等菌類の分子系統樹28)o丸の中の数字はブーツス
トラップ処理10()回の値(%)を示す｡イタリック体の数字は比較塩基数
1661を掛けたKimuraの進化距離に基づく枝の長さを示す｡
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心に18SリボソームRNA遺伝子塩基配列の比較による高等菌類の系統
解析を試みてきた28~30)｡最初に得られた分子系統樹28)は,高等菌類は単系
統であって,姉妹関係にある2つの大系統群,すなわち子葉菌類と担子菌
類に分かれることを示した(図7)o　他の研究者31･32)による18SrRNA分子
系統樹も同様の樹形を示している｡さらにこの分子系統樹(図7)は,子嚢
菌類の中でTaphrina wiesneri, Saitoella complicata,分裂酵母Schizosa-
ccharl)myces pombeの3種が子嚢菌酵母(Kltgeueromyces lactis, Saccha-
romyces cereuisiae, candida albicans)と糸状子嚢菌類(Neurospora crassa,
Podospoyla anSerina)から区別されることを示した｡本図において,統計
学的に検定(ブーツストラップ)すれば, 860/.の確かさでこの主要系統群
は単系統であった｡またこの系統樹は,子嚢菌類は担子菌類の祖先ではな
いことを示した｡すなわち子葉菌類から担子菌類が進化したのではない｡
図8に示した分子系統樹33)によると,われわれが塩基配列を決定した菌
類(Taphrina u)ieasneri, T. populina, Protomyces inouyei, P. lactucae-
debtlis, Sbitoella complicata)と分裂酵母Schizosaccharomyces p()mbe,カ
リニ肺炎菌Pneumocystis cariniiは一つの主要系統群を形成し,その進化
的位置づけは子嚢菌酵母と糸状子嚢菌類が分岐する以前にそれらの共通祖
先から最初に分岐した菌群である｡そこでわれわれはこの新主要系統群を
"古生子嚢菌類= (Archiascomycetes)と名づけ,子葉菌酵母と糸状子葉菌
類から区別することにした34)｡後者の2つの主要系統群は子嚢巣を欠く半
子嚢菌類(Hemiascomycetes),多様な子嚢果を形成する真正子嚢菌類
(Euascomycetes)にそれぞれ対応する｡
図6, 7の分子系統樹は,不完全酵母Saitoella compltcataの系統的位置を
示している｡本酵母は,タフリナ目菌類との共通祖先から分岐したと考え
られる｡すなわち,われわれの化学分類学的,微細形態学的データに基づ
く推定27)が的をえたものであることが分子レベルから裏打ちされた｡
分裂酵母Schizosaccharomyces pombeとカリニ肺炎菌Penum()cyLbltiLbt
cariniiの分子系統樹上の位置も非常に興味深いo両種については, Taylor
ら35)により議論されているのでここではこれ以上立ち入らない｡
しかし, Taphrina, Protomyces, Saitoella, Schi20SaCChar()myce.bl,
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005
図8　高等菌類の分子系統樹33'｡左の系統樹は近隣結合法による｡分岐点の数字は
1,000回のブーツストラップ処理による値をしめす,長さの基準は50/oの違
いを示す｡右の系統樹は最大節約法による｡数字は100回のブーツストラッ
プ処理による値を示し, 50%以上の系統枝のみを示す｡
pneumocystisの5属を分類体系上,子嚢菌門の新綱(class)を創設し,そ
の中に含めるには,共通の表現形質(形態的,生理･生化学的･化学分類
学的形質)がほとんど見あたらず難しい｡古生子嚢菌類は,現時点では次
のように特徴づけられる｡すなわち,栄養相は菌糸もしくは酵母状｡生殖
相は有性的には子葉を形成し(しかし子葉形成菌糸を欠く),無性的には出
芽もしくは分裂による｡子葉果も分生子巣もつくらない｡ Cavalier~
smithlO)が指摘したSchizosaccharomyces, Taphrina両属菌が細胞壁にキ
チンを欠くという特徴はこの新系統群の共有形質とはならない33'｡この系
統群の分類群としての体系化については,さらに別の角度からの解析が必
要であるが,われわれはこれら5属を古生子葉菌類(archiascomycetes)と
してまとめておくことにした34)0
I_'I
Le.<L~これi.I, : I;ゝ
I
d　　己も1-- I-メ
図9　西田藤次36,38), Mix14), Kramer37)が記録したMixia osmundae (≡ TaPhrina
osmunade)の図解. a. T. osmunadeに感染したゼンマイ被害葉の横断
図, ×480(西田)o b. T osmundaeの胞子嚢, ×770(Mix)0 C. T. hiBginsii
の胞子嚢×770(Mix)0 d. M. osmunadaeの宿主組織中の厚壁胞子, ×744o
e.同胞子の発芽, ×916｡ f.成熟した胞子嚢(sporesac),内部に柱軸様壁が
ある, ×744｡ g.外殻壁を欠いた胞子嚢, ×744｡ h,胞子でおおわれた柱軸様
壁のある成熟した胞子嚢, ×700｡ (d-h, Kramer)
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5. Mixia osmundaeの正体を探る:子嚢菌類から担子菌類へ
帰属変更
1911年,西田藤次36)は日本産ゼンマイ(Osmunda japonica)に寄生す
るTaphrinaを新種T.osmundaeと命名,記載した(図9a). 1949年,
Mix16)は,岩手,鳥取,九州で採取された標本に基づいていくつかのを追
加して,本種を再記載した(図9b)｡その後, Kramer37)は本種および近縁
のT. higginsiiMix (図9C)について詳細に再検討して結論をだした｡両
種は同種であって,胞子嚢(sporesac)中に柱軸様の壁が形成されること,
柄細胞が隔壁によって胞子嚢から切り離されること,そして菌糸が宿主植
物の細胞壁内に形成されること,の特徴を重視してプロトミケス科に位置
する単一タイプの新属Mixia(基準種Mixia osmundae)を創設した(図9e-
h)0
一方, Saivle13)もこのMixiaの系統上の位置に注目し,原始的タフリナ
目菌種としてのMixia osmundaeはちょうどタフ])ナ目と"藻菌類"の間
に位置する,との見解を示している｡いずれにしてもこれまで80年以上に
もわたってM. osmundaeは子嚢菌類の仲間であると信じられて･きた｡
われわれは, Tahrina, Saitoella, Protomycesの代表種についてその18S
rDNA遺伝子塩基配列を決定後まもなく,当時安藤康雄博士によって分
離,純粋培養された菌株(IFO32408,1991年5月分離)を入手し,その塩
基配列を決定した｡驚くことに,その系統樹の位置は担子菌類,とくにテ
リオスポア形成酵母群の系統に含まれた｡図8では, =strainXHとして示
してある｡さらに,培養中の酵母細胞の微細構造を透過型電子顕微鏡で調
べたところ,多層の細胞壁と内分芽型分生子形成をもつ担子菌類に属する
ことが分かった｡当初その分生子と微細形態の特徴から,分離株IFO 32480
はM. osmundaeとは異なる担子菌酵母の一種と考えた｡すなわち, IFO
32408はそのアイデンティティーに問題ありと考え,決定した塩基配列の
DNAデータバンクへの登録はしたが,公開はしなかった.
そこでわれわれは, M. ()Lmundaeを新たに野外から採取し,正しい菌株
を分離しようと計画した｡ 1993年5月末,江塚昭典,安藤安雄両博士の協
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図10　Mixia osmundaeに感染したゼンマイの葉(a)とM. osmundaeの胞子形
成細胞(b-d) 41)0 (b)光学顕微量削こよる(安藤勝彦博士撮影), (C)走査型
電子顕微鏡による(同), (d)透過型電子顕微鏡による(平田愛子博士撮影)｡
バー: b-1.OFEm, C-10JLm, d-10JLm
力をえて, IFO 32408と同じ採取地(静岡県榛原郡)で本菌に感染した大
量のゼンマイを発見し(図10a),安藤勝彦博士(協和発酵工業･東京研究
所)の協力をえて, M. osmundaeの確実な純粋分離を取得した｡
この新分離株について18SrRNA遺伝子のV4領域(もっとも可変して
いるので指標となっている)の塩基配列を決定,前述の配列(IFO32408)
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と比較したところ,両配列は同一であった.また,新分離株とIFO株の酵
母細胞の微細構造のTEM像も一致したので,両株は同一である結論した｡
そこで,つぎに新たに採取したM. osumadaeについて,光学顕微鏡･走
査型電子顕微鏡(安藤勝彦博士の協力による),透過型電子顕微鏡(われわ
れと同じ研究所の平田愛子博士の協力による)を用いてその形態を詳細に
観察した｡その結果,胞子は外生的に,内分芽的に,且つ同調的に,胞子
嚢全体に形成されることをつきとめた(固lob-d)｡従って,胞子は子葉(伊
藤38)は胞子嚢, Mix14)はascus, Kramer37)はsporesacとよんだ)中に形
成されるとした西田藤次36', Mix14), Kramer37)の記載･図解は誤った観察
によると結論せざるをえない｡
以上要するに,従来子葉菌類の一員であると信じられてきたMixia os-
mundae (T. Nishida) Kramerは,分子と形態両形質の比較解析から,千
嚢菌類ではなしに担子菌類の単純隔壁担子菌系統群(simple septate
basidiomycete lineage)39･40)の一員であるとの結論に到達した｡しかし,そ
の胞子嚢が減数胞子嚢(担子器)なのか,有糸分裂胞子嚢(分生子形成細
脂)なのか,どちらに当たるかはさらに詳細な細胞学的研究が必要である｡
Mixia osmundae研究の詳細は, Nishida et a1.41)の原著論文を参照された
い｡
おわ　り　に
菌類の系統進化に関する研究は,他の生物群に較べて立ち遅れている｡そ
の主要な要因は,多様な中にも単純で,しばしば収赦する形態,有用な化
石資料の欠如にあると考えられる5)｡核酸形質は普遍的であり,菌類の繁殖
器官の有無にはまったく依存しない｡現生菌類の遺伝子に刻まれた過去の
情報を比較解析することにより,その生物がたどった進化の道筋をかいま
みることができる｡誕生してまのない｢菌類分子系統分類学｣は,分子レ
ベ/レから菌類の類縁や系統進化を解きあかしつつある｡この小文で,我々
の最新の研究成果の一端を紹介したが,今後Mixia osmundaeの様な新事
実が次々と発見されるであろうことは想像に難くない｡
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本稿中のMixia osmundaeの系統解析は農林水産省野菜･茶業研究場の安藤康
雄博士,協和発酵工業(樵)東京研究所の安藤勝彦博士および東京大学分子細胞
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Cryptococcus neoformansの
形態,超微形態,遺伝生態
竹尾　漢治･西村　和子･宮治　　誠
Ⅰ.は　じ　め　に
Cr. neoformanLblは以下のような特徴を持った真菌である｡
1.医学的に重要な真菌である｡皮膚感染をおこす真菌種は多いが,深在
性および全身性の感染をおこす真菌の種は比較的少ない｡本菌は日本に分
布する真菌としては最も病原性が強く, Candida albicans, Aspergillus
fuml-gatusに次いで第3の頻度で深在性の真菌症,特に中枢神経系の感染
をおこす｡
2.本菌種の株は広く有性生殖能を示す｡病原真菌は一般的には有性生
殖を示さない菌種か,示し難い菌株が多い｡
3.担子菌に属する｡病原真菌は一般に子嚢菌またはその類縁菌であり,
極くまれに病気をおこす菌種を別にすれば,担子菌およびその類縁菌では
cr. neoformansの他にはMalassezia furfurとM. pachydermatisがあげ
られるのみである｡
4.通常酵母形をとる｡酵母は単純で取扱いやすいために研究が盛んだ
が,主力はSaccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida等の子葉菌かそ
の類縁菌で,担子菌酵母の研究は比較的少ない｡
5.酵母,カどの2形性転換を示す｡本菌は通常典型的な酵母形で無性世
代として増殖するが,異なった交配型の細胞が融合すると2核細胞からな
る菌糸として生長,先端に有性の担子胞子を生じる｡
千葉大学真核微生物研究センター
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千葉大真核微研ではこのCr. neoformansの研究を精力的に行なってき
た｡ここでは,我々の研究室の成果を中心にまとめた｡
ⅠⅠ.酵母細晦の莱膜と細胞膜超微形態
細胞をとりまく英膜の存在が本酵母の形態的特徴である｡薄い墨汁にひ
たして観察すると英膜が厚く認められる(図1a)｡メチレンブルー,トルイ
ジンブルーの様な塩基性色素では英膜のみが野異的に生体染色されるが,
英膜の厚さは顕著に薄くなる(図1b)｡英膜を構成する多糖は酸性であり,
マイナスに荷電してお互いに電気的に反発している｡また多量に水和され
ているため莱膜を厚く構成しているわけである｡この英膜は白血球の遊走
や会食を妨げ,本菌の強い病原性の主要国と考えられている1)｡一方,莱膜
を持つ菌株でも脳内接種を多量に行なってもマウスを死に至らしめないも
のもあり,本菌の病原性の要因は複雑である｡
本菌を電子顕微鏡で観察すると,細胞壁の外卿を英膜多糖が繊維状に放
射している様相がわかる｡凍結割断法では本菌の細胞壁は2層からなり,外
層に大型の粒子が密に観察されるが,この大型粒子の存在は調べた酵母種
の中で莱膜を作る種に特異的であり2),英膜多糖の繊維の合成に関与して
いると考えられる｡凍結割断すると細胞膜をま一般に,脂質二重層中で割断
され,多数のタンパク質粒子が観察される｡酵母の細胞膜にはこの基本構
造に加えて部分的に小棒状に特殊化した構造が存在し(図2),特に増殖停
図1. Cr. neojTo7manSの莱膜｡ (a)墨汁標本｡ (b)トルイジンブルー(0.1%)で
染色すると,英膜はメタクロマシーを呈する｡バーは5JLm.
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止期で顕著である｡ところがCr. neoformansでは,小棒状構造が比較的少
ない｡その理由として,英膜物質を細胞外に運ぶための盛んな分泌活動(図
2)3)が,活性の低い小棒状構造を少数にとどめていると考えられる4)｡それ
ほど分泌活動が盛んであるといえる｡ Cプつやtococcus属の他種の場合である
が,英膜多糖が消費されたグルコースの40%にも達する場合が報告されて
いる｡ Cr. neoformansの細胞膜には,他にも螺旋形その他複雑な膜構造が
認められているが(図2b)5),現在のところ生理的機能は不明である｡これ
らの構造は他の酵母種ではほとんど報告されていない｡細胞質では核,ミ
トコンドリア,脂肪滴,液胞,ER等については他の酵母種と大差はないが,
英膜多糖体合成に必要なものを分泌するために多数の分泌小胞が存在す
る｡前述のように分泌小胞は細胞膜に付着した後,細胞外に分泌される｡
ⅠⅠⅠ.有性生殖と血清型
真菌の有性生殖法には(1)授精(ツポカビ類), (2)適合した交配型細
図2. Cr. neojTonnansの細胞膜E面(凍結割断電顕)0 (a)ネズミ寄生状態(莱
験的肺クリプトコッカス症)｡細胞膜の覆いが取れると,分泌小胞(*)が
見える｡盛んな分泌活動に注意｡細胞壁(W)の外側には大型の粒子が集
まっている(矢印)｡文献3)から転載｡ (b)培養｡矢印はらせん状の構造物
を示す｡ Ⅰは酵母や真菌胞子に特有の小棒状構造を示す｡文献4)から転載｡
バーは1JLm.
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胞の接合部に胞子を生じるもの(接合菌類), (3)子嚢中に胞子を生じるも
の(多くのカビ,酵母), (4)担子器上に胞子を作るもの(キノコ等)の4
種類が存在,無性胞子の産生様式と並んで真菌界分類の基礎となっているo
なお,サカゲツポカビ類,卵菌類,粘菌等は系統発生を異にすることから
真菌界から除かれた｡ Cr. neoformansは担子胞子を作る6).有性生殖の初期
に,適合する交配型の細胞がお互いに細い管を伸ばしその先端同志で接合
する｡接合部から新たに2次菌糸と呼ばれる菌糸が生じる｡2次菌糸は通営
のカどの栄養生長形と似ているが, 2核細胞より成ること及び菌糸側壁の
かすがい連結の存在が形態的な特徴である｡ 2次菌糸の先端はやがて梶棒
状に膨らみ担子器となる｡担子器中では核融合,続いて減数分裂が起こる｡
普通,担子菌では担子器表面には4個の小突起が生じ,その先端に担子胞
子が次々にできるが,本菌種では担子器表面から直接4個の担子胞子が出
芽する7'｡担子器は同じ4ヶ所の生長点から次々と担子胞子を生じるので,
担子胞子は連なり4本の鎖となる6,7'｡なお,キノコでは多数の2次菌糸が
束ねられるように集合した形態的にも複雑な子実体を作り,交配型も多く
の場合4極性で対立遺伝子が多数あって複雑であるが, Cr･ neoformansで
は子実体を作らず交配型も2極性で単純である6,7)0
cr. neoformansには2フの変種が存在するo変種variety neoformans
の細胞は通常球形であるが,変種var.gattiiでは球形,梓菌形,伸長形と変
化しやすく英膜も厚い｡この2変種は生理的性状も異なり, var･gattiiはグ
リシン分解能を有するが, var. neofwmansは有しないため両変種はグリ
シンを含む培地での呈色性から識別される7'｡2変種ともに有性世代が知ら
れており, var. neoformansの有性世代はFilobasidiella neoformans var,
neoformansと呼ばれ, var. gattiiの有性世代はF neoformans var･ bacil-
lisz'07tlと呼ばれる7㌧有性世代の接合型は両変種に共通してα, aと呼ば
れ,両変種間に頻度は落ちるが交互性に接合が起こる｡
本菌種の血清型にはA,D,AD型とB,C型の5つが知られている｡英膜
の多糖体は多数のマンノースがα13結合したマンナン骨格に,側鎖とし
てキシロース,グルクロン酸等がβ-1-2またはβ-1-4結合した構造から
なっているが,側鎖の差異により血清型が決定される8'｡なおvar･ neof()r-
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mansは血清型A, D, ADのみを含み, var.gattiiは血清型B, Cのみを含
む｡
ⅠⅤ.生　　　態
自然界及び患者から分離のCr. neoforman∫株について, 1.その交配型
αとa, 2.変種var.neoformansとvar.gattiiのどちらに属するか,及び
3.それぞれの血清型A, D, ADとB, Cが世界的に調べられている｡変種
var. neoformansの自然界における分布であるが,鳩糞からしばしば分離
され7),特に室内環境で飼育されている鳩や神社仏閣に巣くう鳩の糞から
高頻度に分離されている｡なお,鳩の体内からは本菌は分離されていない｡
鳩が感染しない理由は体温が40度以上と高く,一万本菌種の最高生育温度
は39-40度であることがあげられる.Var. neoformansは土壌からも分離
され,本来は土壌真菌であると考えられているが,鳩糞はアルカリ性で一
般の微生物の生育にあまり適しておらず,本菌種は発育pH域が広く糞中
のクレアチ二ンを窒素源として利用するため,鳩糞に高頻度に存在するの
であろう｡鳩糞以外にも頻度は落ちるが多種類の飼育鳥類や野鳥の糞から
分離されている｡晴乳動物では,描,犬,午,豚での自然感染や,ネズミ
等の糞からの分離がある｡ヒトの他の生活環境からも低頻度ながら広く分
離されている｡
最近まで鳩糞その他自然界からはvar.gattiiは分離されたことがなかっ
たが, 1990年オーストラリアのユーカリの葉,樹皮から初めて分離された
(文献9)参照)｡その後も他の生態系からの分離は確認されていない｡
両変種及びその血清型の地球上の分布であるが9),ヨーロッパ,北アメリ
カでは自然界,患者分離典にvar. neoformansがほとんどでvar.galfiiは
数%である｡ただし南カルフォルニアではvar.gattiiが半数に達する｡血
清型については北アメリカではA型が85%なのにヨーロッパではD型
が半数以上と地域差がある｡ブラジルでは,両変種がほぼ半々で, 5血清型
が存在する｡
日本では患者,自然界分離共ほぼ100% var. neoformansで,しかもその
900/.以上がA型である10)o D型は20/.位, AD型は50/.位, var･gattiiでは
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B型が1株見つかったのみで,その患者は日本ではなく5年間のシンガ
ポール滞在中に感染したのであろう10)｡中国,台湾の分離株でもA型がほ
とんどである11)｡データは少ないが,東南アジアではvar.gattiiが約500/0,
インド,ハワイ,オーストラリアでは20%位存在するようである｡このよ
うにCr. neoformansの人間感染は変種及び血清型共に自然界分離率をほ
ぼ反映している｡なおエイズ患者のみに限るとvar. neoformansのA型,D
型が多い12)｡例えば,中央アフリカのザイールでは,かつてはvar.gattiiが
ほとんどであっ'たが,エイズ患者の増加と共にvar. neoformansのA型が
増えている｡
本菌種の交配型は,著しくα型に片寄っている｡アメリカ合衆国の成績
では,患者,自然界分離共にα型が80%強, a型は2-3%,自家交配する
ホモタリックなαa型株は1%弱,不稔株は10%強であった｡日本では患
者,自然界分離共にα型が約90%,不稔株が約10%, a型は分離されて
いない10)｡なお,ホモタリックなαa型株は著者らが鳩糞から分離した1株
のみである｡中国,台湾でも有性生殖能を示すものはα型のみであった｡
Ⅴ.核相と交配
千葉大兵核微研保有のCr. neoformans約90株の核相を調べた｡うち約
4割は外国で分離されたものである｡約8割はα型でa型は標準株及び外
国から分譲を受けた2株のみ,ホモタリックなαa型は1株のみ,不檎株
が2割弱で,長期保存の株では不稔率が増加していた｡
振並培養では全ての株は,単核の無性世代の酵母を生じた｡本菌株の大
部分(約9割)は半数体であった｡一方ホモタリックな株及び不稔株の約
1/3は倍数体であったoまた,一般に細胞の大きさは半数体株では小さかっ
たが倍数体株では大きく,ほとんどの場合細胞の大きさから核相が判断で
きた｡予想に反しα型のうち1割弱が倍数体であった｡すなわちCγ･
neoformansでは,一部の倍数体はα型として,半数体の標準株aと交配
し,有性胞子を生じることがわかった｡半数体･倍数体間の交配について
は,すでに子葉菌酵母Saccharomyce∫ cereuiLu'aeとSchizosaccharomyces
p')mbeで良く知られているが,担子菌では我々の知る限り他に報告はな
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い｡子葉菌酵母と異なり担子菌では有性胞子産生に至る課程が複雑で, 2核
共存状態で生長増殖をくりかえすため,共存2核の間の交互作用,制約は
子葉菌酵母に比べはるかに強いと考えられているが, 2核共存が半数体･倍
数体間でも可能な種があることが分かった13)0
ⅤⅠ.定常期の細胞の性質
担子菌酵母Cr. neoformansでは,定常期の細胞の様相が,子葉菌出芽酵
母S. cereuisiaeやC. albz'cansとかなり異なっている(表1)｡これまで酵母
の細胞のサイズ分布は対数増殖期から定常期への移行に際して小型化する
と考えられていたが, Cr. neoformansでは逆に大型化していた｡さらに本
酵母の定常期の特徴として,酵母エキスーペプトンーグルコースの様に栄
養豊富な培地でも,出芽を供なっている細胞は0.10/.位でほとんどない｡一
方, S. cereuisiaeやC. albicansでは出芽中に生長を停止している細胞が一
割以上に達する｡ Cr. neoformansでは増殖は生長以上に敏感にストップす
るといえる｡
Cr. neoformansの定常期の細胞のDNA量を調べた｡一般に小型の細胞
はGl期のDNA量を持っていたが,大型の細胞はG2期のものとGl期の
ものからなっていた(表1)｡その比率は菌株や培養条件で大幅に異なり,全
体として細胞集団の大部分がGl期のものから,大部分がG2期のものまで
観察された15)0
ⅤⅠⅠ.細胞周期
S. cereL'isiaeは真核生物の簡単なモデル生物として詳細に研究されてい
る16)｡図3aに細胞周期の要点を示す｡細胞分裂により大きな母細胞と小さ
な娘細胞ができるのが出芽酵母の特徴であるが,この小さな娘細胞が生長
してあるクリティカルな体積以上になると,細胞周期が回転する"スター
ト"がかかる｡スタートは紡錘体極の複製とその移動(即ち_核分裂の初期),
DNA合成,及び出芽のための一連の反応を引き起こす｡スタートでの制御
は強力であり,一度スタート点を通過すると,通常細胞分裂が完了するま
で一連のできごとが進行する｡そのため前述の定常期の性質, 1. quies-
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表1 Cr. neojTonnans定常期の酵母細胞(振遣培養)の性状と他種酵母との比較
-比較的貧栄養培地 ?駅ｹdﾉW?烏ﾉ&?
Ⅰ.子嚢菌 1.出芽酵母- g霊e∴) 宙ﾋ驃ﾂﾃ?xﾇﾆﾖv佗ﾃ?､s?v??o芽細胞多し 細胞周期上の様々な点で停 止 
2.分裂酵母 牌ﾈ-ﾈ+ﾘ,ﾔs"ё???(ｽｲ因???ｒ｢｢?lまたはG2(Go) 単個菌(出芽せず)** 
S.pombe14)# ⅠⅠ.担子菌 3.出芽酵母 Cr.neojTormansユ5)… 
G1(小型と一部の大型細胞) 牌ﾂ淫ﾈﾅ?h自YH,ﾉ?ﾅ鞏r?
G2(残り***の大型細胞) 囘R?s"域8.飲?ｨ,ﾉ?ﾅ鞏ydR?
*細胞の大きさ分布は対数増殖期に比べ,小型へ移行
**細胞の大きさ分布は対数増殖期に比べ,大型へ移行
***比率は菌株,培養条件により,顕著に変化する
"京主クリックな株では子嚢胞子形成が認められる
=　ホモタリックな株でも担子胞子形成せず
3a St?rt ◎
Go◎　　b　　　◎
図3.出芽酵母の細胞周期の差異. (a) S. cerevisiae. (b) Cr. neofomans18)
centな細胞であるG｡期にはG.期からしか入ることができないこと, 2･
定常期への移行期では生長が遅いため小型の細胞が多くなること,が説明
できる｡一方, Cr. neoformansでは細胞周期の制御機構が異なることが予
想されたが,以下の如く確かめられた｡
対数増殖期まで培養した細胞が出芽していないことを顕微鏡下で確認
し,核DNA量の分布を調べたところ,小型および中型の細胞はほとんどが
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Gl期であったが,大型の細胞では大部分はG2期であった｡DNA合成が完
了しているのに何らかの理由により出芽が遅れている細胞は,その間の生
長により大型化するため,単個菌でのG2細胞として識別されるといえる｡
出芽へのコミットがG2期に行なわれることはDNA合成阻害剤ハイド
ロキシウレアを用いて確認した｡出芽がG.期のスタートにコミットされ
るS. cereuisiaeではハイドロキシウレアの添加により,出芽した後核分裂
ができずに,細胞周期がストップすることが知られている｡一方, Cr･
neoformansでは単個菌でストップしていた｡このことは, Cr･ neoformans
では出芽がDNA合成後に起こることを示す｡
以上の結果を模式図3bにまとめた｡ S. cereuisiaeとの主な相違点は, Cr.
neoformansでは定常期の細胞は対数増殖期の細胞より体積が大きいこ
と,Gl期からだけでなくG2期からも定常期に入れること,出芽がG2期に
おこることである｡ Cr. neoformansでは, DNA合成の開始の制御はGl期
に行なわれるが,出芽の開始とそれ以後の細胞周期(核分裂)の制御はG2
期に行なわれる(図3b)｡制御機構がGl期のスタートに集中しているので
なく,重要な制御がGl期とG2期に分かれている点でS･ cereuisiaeよりは
むしろ分裂酵母S.pombe17)の制御様式に似ている｡しかし, S.pombeの
Glの制御は通常crypticである｡担子菌酵母Cr. neoformansでは,小さな
娘細胞はある大きさになるまでDNA合成が起こらないことから,通常の
培養条件でGlの制御が重要な役割をはたしているのは明らかである｡ま
た,大型のG2単個菌細胞が観察されることからも, G2の制御の重要性も
分かる｡以上担子菌酵母Cr. neoformansの細胞周期の制御は系統発生的
に離れた代表的な3酵母の中で最も動物細胞に似ているように見える18'o
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gyrB遺伝子塩基配列を用いた細菌
の検出と分子系統分類
山本　　敏･原山　重明
(Ⅰ)細菌の同定と系統分類
生物は進化の過程で色々な種へと分化してきたと考えられるが,その過
程を追い,より最近分化してきたグループをより近縁なものとして捉える
というのが,系統分類の基本的態度である｡ある細菌の系統分類を試みる
ことは,既知の細菌群の系統樹のどの場所に問題とされた菌の枝が伸びて
いるかを決めることにある｡一方,系統関係と無関係に,ある菌を同定し
たい場合も多くある｡たとえば,新たに分離された有用菌が既知のもので
あるのか新種であるのかといった時や,単離された病原菌が何であるかを
速やかに同定したい時などである｡このように,細菌の同定と系統分類を
行う動機は異なるが,両者を行う実際の作業手順は共通している｡そして,
分類学における技術や思想の変還と共に,同定の手法も変化してきた｡形
態や形質を分類の基本とする古典的手法は,ユビキノン等の生体構成分子
を解析する化学分類法を加え発展してきたが,核酸の塩基配列を基にした
系統分類法が出現するに至って,より客観的な系統分類が行えるように
なってきた｡この章に於Lrては,先ず,現在用いられている,核酸の塩基
配列を基にした細菌の同定と系統分類法の概略を説明し,次いで,我々が
開発したgyrB遺伝子の塩基配列を基にした細菌の検出,同定および系統
分類法について述べる｡
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(ⅠⅠ)核酸配列を基に細菌の同定及び系統分類の方法
(a)ハイプリダイゼーション法による細菌の同定
相捕性のある1本鎖DNAがお互いハイブリダイスして2本鎖になる性
質を利用して細菌の分類が行われている｡温度や塩濃度を変えることより,
ある相同性以上のDNAのみをハイプリグイゼ-ションさせることが出来
る｡この手法を用いて70%以上の相同値が認やられるものが同じ種である
と,国際命名委員会では定義しているが,その科学的根拠は薄い｡この方
法は,手法が複雑で再現性もあまり高くないので広く普及はしていない｡
(b) 16S rDNAを用いた細菌の系統分類
Woese等が,生物界は大きく, Bacteria, Archaea及びEucaryaに分類
されることを16SrRNA配列の解析等を通して示して以来, 16SrRNA配
列を基とした細菌の系統分類法が注目を集めるにようになった｡この方法
が現在最もポピュラーなものとなった裏には, 2つの理由があるように思
われる｡先ず, Edwards等によって,細菌の16S rRNA遺伝子(16SrDNA)
をPCR増幅する方法が開発され,この増幅断片の塩基配列をクローニン
グすること無しに決定できるようになったことがあげられる1)｡次に, 16S
rRNAの二次構造等を参照しながら,いくつかの異なる細菌よりの16S
rDNA遺伝子配列を(手作業で! )整列させることが出来,その相同性よ
り,分類系統関係をかなり客観的に推定出来ることが挙げられる｡この新
しい方法の出現後, 3,000に近い16S rDNAの配列が決定され,細菌の系
統分類が飛躍的に進歩したことは,いかに多くの分類同定の潜現的需要が,
基礎および応用生物学に存在したかを示している｡この革命的方法も,し
かしながら,いくつかの技術的困難を抱えている｡
16SrRNAはリボソームを構成するサブユニットの一つで,機能を有す
る核酸高分子であるため,その機能性維持のために多くの系統進化的に保
存された一次配列を有している｡それ故, 16SrDNAの塩基配列は多くの
部位で変異を受けにくく,その分子進化速度は,構造遺伝子などに比べて
非常に遅くなっている｡このため近縁の生物間での16SrDNAの塩基置換
度は統計処理に適するほど大きく無く,その系統関係の推定には,大きな
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誤差が伴うものと考えられる｡実際, Foxら(1991)は, 16SrRNA塩基
配列のホモロジーがDNA-DNA hybridizationの結果と一致しない場合
があることを指摘し, 16SrDNAの解析結果が必ずしも種の同定に有効と
は言えないことを示している2)｡
Acineiobacter属15株の16S rDNA塩基配列の解析結果より,著者らも
同様な結論を得ている｡ Acinetobacter属内で起こっていた塩基置換の大
半は, compensatory substitution (補償的塩基置換)とよばれる特殊な塩
基置換であった｡この塩基置換は, rRNAの2次構造を維持するように常
にstemにおける塩基対を保存するように発生する｡この補償的塩基置換
は, variable regionsと呼ばれる特定の2次構造上に集中的に発生してい
た｡そして,この特異領域における補償的塩基置換率と,後述するgyrB遺
伝子の同義塩基置換率(進化の速度を刻む分子時計と考えられている)と
の間には全く相関が認められなかった｡すなわち, 16SrDNAのvariable
regionsでは非連続的に塩基置換の蓄積が起こること,および複数の座位
で塩基置換が同時に起こることが推測された｡この事より, variable
regionsでの塩基置換率は系統が分岐した後の時間経過を反映していない
可能性が示唆された｡ところが,このvariableregionsでの異変を含まな
い16SrRNAの塩基置換率は非常に低くなり,結局,近縁の種の系統関係
の推定行うことは難しくなってしまうのである｡
(C)特定の遺伝子を用いた菌の同定,検出
ある症状を呈する病原菌を同定し,あいるは環境中の特定の細菌を検出
しようという目的で,それらの菌の遺伝子配列を特異的に認識出来るよう
なPCR法やDNAプローブ法が開発されてきた｡その場令,特異性の高い
プローブやプライマーを作るため,目的の菌に特有の遺伝子がターゲット
として用いられる場合が多い｡このような方法によって,病原細菌学の基
礎と応用に於いて,また,環境微生物において,多くの新しい知見が得ら
れてきた3-17'｡しかしながら,この方法は長い研究の歴史を有し特定の遺伝
子配列が解っている細菌種にのみ適応できるものであり,分類的位置づけ
が不明確で,遺伝的情報の蓄積もない新規の野生株に応用することは出来
ない｡また,その特定の遺伝子の分布が限られている場合には,その遺伝
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子を持たない菌との系統関係を(その遺伝子配列より)論じることは出来
ない｡
(d) RAPD法(Randomly Amplified Polymorphic DNA　finger-
printi汀g)による菌の同定
上に述べたのと同じように,菌の同定を目視した方法で,比較的良く使
われているものにRAPD法というものがある｡ Randomに選ばれた一種
類あるいはペアの塩基配列を用いてPCRを行った場合,その配列に相同
な配列を両端に毎っような断片がゲノムより増幅されてくる｡この増幅さ
れた断片の長さは,菌の種類によって異なることから,増幅された断片の
電気泳動パターンより,菌の種類が判定できることになる｡この方法は,既
知の菌のRAPDパターンと同じか違うかを判定するものであり,応用範囲
は限られている｡
(III) gyrB遺伝子配列を用いた細菌の検出･同定および系統
分類
我々は海洋流出石油汚染の微生物による浄化,いわゆるバイオレメディ
エーションについて研究を行っている.環境中での石油分解という現象を
理解するためには,特定の石油分解微生物の消長を追うのみならず,微生
物フロラの変化をモニタリングできなくてはならない｡多様な微生物種に
よって構生される天然フロラを解析するためには,個々の微生物種もしく
は特定の株を高精度に識別･検出する方法の確立が望まれる｡この様な目
的のために,上で述べたプローブあるいはPCR法が用いられてきた｡さら
に,モノクロナール抗体による菌の検出等も試みられている｡環境微生物
のモニタリングでは,最低限で種や亜種のレベルでの解像度を有する方法
の実現が求められている｡タンパクをコードする構造遺伝子の塩基配列は,
従来より16S rDNAより速い分子進化を行っていることが知られている｡
そこで,この様な構造遺伝子の塩基配列を用いる事ができれば,より高い
精度で微生物の同定と検出が行い得るものと考えられた｡
従来法による構造遺伝子の塩基配列決定では,まず遺伝子のクローニン
グを行なうため,多検体の塩基配列を短時間で決定するのは困難であった｡
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しかしながら,モニタリングに用いる特異塩基配列の選択には近縁種の
データベース構築が必要であり,多数の検体より迅速に塩基配列を求める
ことが要求される｡そこで我々は,系統進化的に保存されたアミノ酸配列
よりデジェネレートプライマーを作出して, PCR法による遺伝子の増幅
と,その増幅断片から直接塩基配列決定を行うシステムの構築を試みた｡
この様なシステムのターゲットとなる構造遺伝子は,次のような条件を
満たす必要がある｡保存されたアミノ酸領域をコードしており,またその
アミノ酸配列がユニークであること｡かつ,アミノ酸レベルでこの遺伝子
の産物がある程度変異すること,言い換えれば進化速度が速いこと｡生存
必須の遺伝子で普遍的に存在すること｡水平伝播しないこと等々である｡筆
者らはDNA gyase (typeII topoisomerase)のサブユニットBタンパク
をコードする遺伝子gyrBがこれらの条件を満たし,プライマーの作成に
適したアミノ酸配列を有する事を兄いだした｡-DNA gyaseは,二重鎖
DNAの両鎖を切断再結合する事により,そのリンキング数を2づつ変化
させる酵素で, DNAの高次構造の維持に必要な酵素であり,またDNAの
組み換えにも関与している｡そして,ほぼ全ての生物種に存在していると
考えられている｡以下にこのgyrB遺伝子のPCR法による増幅と-直接塩基
配列決定,およびその核酸塩基配列の系統分類や環境モニタリングへの応
用について概説する｡
(a) gyrB遺伝子増幅用PCRプライマーの作出および核酸塩基配列
の決定
swISS-PROTに登録されているgyrBタンパクのアミノ酸配列の比較
より,保存性の高いアミノ酸配列を求め,その配列から予測される核酸塩
基配列より,sense, antisenseそれぞれ512種の混合からなるデジェネレー
トプライマーUP-1 (41mer), UP-2r (44mer)を作出した(図1)o増幅
後クローニング操作を行わずに直接核酸塩基配列の決定行うため,それぞ
れのプライマーには5′末端にそれぞれ23merのシークエンス用のタグ配
列を付加した｡
本プライマーを用いてBacillus subtilis,瓜cherichia c()li, f㌔eudom()nas
I,ulida, PLqeudom()nas aeruginosa, Pseudomonas stuzeri, Pseud()m(max
12()
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E V I H T V L H A ら G K ド D
5■　GAA GT ATT ATG A(T GTT　¶A
G　(　(　　　　(　(　G
A A A A (TT
G G G　(
A
G
( T GC  GGT GGT AAA llT GA
(　(　C　　⊂　　G　(
A A A
G G G
up-1 ･5■　GAAGT(AT(ATGA((GTT(TGEAiD
up-15　5■　GAAGT(AT(ATGA((GTT(TG(Aヨ■
ill
Ell
T⊂AG〕GG (AG)GG(T(AG)AA(AG)TT(TC)GA　3 I
【 antlSenSe PrlmerS 】
M T D A D V D G S H I R T L L
ATG A(T CAT ら(T CAT GTT CAT GG
C　　⊂　(　(　(　(
A A A
G ら G
T CT CAT ATT CGT ACT TTA TTA 3.
　(　(　(　(　(　G G
A A A A A (TT (TT
G G G G　　⊂　(
AGT AGA A A
C G ら G
up-zr　5. AG(AGGGTA(GGATGTG(GAG((rA…(TCAG)ACrAG)T((TCAG〕G((AG)W　うー
〕p-zSr S' AGCAGGGTA(GGATGTG(GAG(( 3'
図1. gyrBO)増幅用デジェネレートPCRプライマーUI'1, UlL2rおよびシー
クエンス用プライマーUILlS,UIJ 2Srの塩基配列｡括弧は,そのポジショ
ンの塩基がミックスである事を示す｡
alkan()lytica, Pseudomonas jluwescens, Acinet()bacter calc()aceticus,
Rh()d()baCier ㊥her()ideti, FraL,Obacterium breve, CyloPhaga uliginosaより
gyrB遺伝子の増幅を試みたところ,すべての株において約1.2Kbpの
DNA断片がほぼ単一に増幅された(図2)｡また,プライマーに付加した
タグ配列を使用して,これら増幅断片より直ちに塩基配列を決定する事が
可能であった｡すなわち,本プライマーによりグラム陰性菌のほぼ全てと,
グラム陽性歯の一部のgγrBを増幅し,その塩基配列の決定を直ちに行え
るものと期待された｡
(b) Acinetobacter属のgyrBによる系統解析
我々は,本法によ　りAcl-netobacter属のtype strainとreference
strain12株(Dr. Bouvet; I'Institut Pasteur, Parisより分与)とA. cal-
C()aceticusとしてATCCに登録されている2株,および海洋由来の
Acinetobacter sp. T4株(当研究所分離株)計15株のgyrB塩基配列を決
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図2.プライマーUP11, UP-2rによるgy7,Bの増幅M: Bst Ell-digested
Lambda DNA 1 : B. subiilis222 (Merberg 15-171). 2 : E. coliK-12 W
3110, 3: P.putida IFO 14164, 4: Pputida JCM6156, 5: P. stuzen'IFO
14165, 6 : P. alkanolytica IFO 12319, 7 : P.jluorescens DSM 50108, 8 : P
aeniginosaPAO, 9 : P. ae77iginosalFO 3446, 1CP : P･ aeruginosaIFO 13275,
11 : A. calcoaceticusATOC 31012, 12 : A. calcoaceticusATCC 33308, 13 :
R. spheym'des2A.1. 14: F breve IFO14943, 15: C uliginosa ATCC
14397.
定した｡これらの塩基配列からアミノ酸配列を推定比較すると,
Acinetobacter属のgyrBタンパクは明らかに属特異的な配列を有してい
る事が明かとなった.gyrBにおける塩基置換率は, 16SrRNAに比べて一
部例を除いて顕著に上回っており,より速い分子進化を行うという推測を
裏付けている(図3)｡また,これらの塩基配列を用いて行った系統解析を
行った結果, 16S rRNAに基づく系統樹とgyrBに基づく系統樹では微妙
な食い違いが認められた｡これは,前述した16S rRNAのvariableregions
における補償的塩基置換が大きく影響しているものと考えられた｡また
Acinetobacter calcoaceticus,として登録されているATCC 31012株および
ATCC 33308株のgyrBと16S rRNAの核酸塩配列が, A. calcoaceticusの
type strainであるCIP81.08および相互間で大きく異なっており,従来の
生化学分類の結果と一致しない点が注目される｡
(C) gyrBによるPseudomonas putidaの分子系統解析
p.putida 3株(IFO 14164. JCM 6156, PB4)のrRNA塩基配列(約
1,300bp)とgyrBの塩基配列(約1,200bp)を決定してその塩基置換数の比
(%)｡DuajaJJ!PSuO!)!SOdaJqe!Jt!^･uouvNeS9L 10 9 8 7 6 5 4 3 ～ 1 0 ??踉?
ヽ 
●● ....:.::f!:I.;. 
● I-..... 
暮.● ● 
[王6]Zlo~3'0-4lo50607080 
gyrB synonymous positions difference (%)
図3･ Acinetobacter属15株における16SrDNAのnon-variable positionsと
gyrBのsynonymous positionsにおける塩基置換率の比較o
較を行った｡この結果を表1に示す｡ gyrBは種問のみならず,種内(亜種
レベル)でも多くの変更を有していた｡たとえば_JCM6156株とPB4株の
間で, 16SrRNAは2塩基しか異ならないのに対して, gyrBでは28塩基
が認められた｡また, IFO14164と他の2株では90塩基以上の差が認めら
れた.現在,筆者はP. putidaのgyrBに基づく分子系統樹を作成している｡
現在までに計11株のgyrB塩基配列を決定し,図4に示す系統樹が得られ
ている｡このように, P.putidaの種内のサブグループをgyrBを用いて判
別することが可能である｡塩基配列を決定しなくても特定の微生物グルー
表1 P. putidaの株間およびE_　coliとの間における16S rDNAと
gyrBの塩基置換度の比較
Homorogy(%)(16SrDNAa/gyrBb) 
JCM6156PB4 僞.coliK-12 
ⅠFO14164 涛ゅ汀???9.1/91.6 塔B縒?H?2?
JCM6156 ?9.8/97_6 塔B絣?B??
PB4 剴ィ縒?B??
a16S rDNAのホモロジーは1329bp (E coli37-1370に相当)の塩基配
列を用いて　bgyrBのホモロジーは, 1167bp (E. coli316-1479に相当)
の塩基配列を用いて算出した｡いずれもP. putidaとE. coliの塩基配列
間にはギャップが存在する｡
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プに特異的なPCRプライマーを用いてgyrBの増幅を行い,このPCR断
片の制限酵素消化多型を用いて株を判別することも可能であった(図5)0
この様な同定方法は塩基配列の決定を直ちに行い得ない,フィールドでの
調査等において有効な方法であると考えられる｡
(e) gyrBを用いた天然菌叢よりのPseudomonas putidaの検出
前述のgyrB塩基配列より, P.putidaの全供試菌株に共通のプライマー
I'737, P1455r, P. putidaのサブグループ(JCM6156, PB4)共通プライマー
P895,およびPB4株に特異的なプライマーP1213rをデザインした(表2)o
これらのプライマーの組み合わせを用いて,さまざまなPseudomonas属
菌株においてPCR法による増幅を試みたところ,それぞれ期待された特
異性でgyrB断片を増幅することが可能であった(図6)｡この実験例が示
すように, gyrBの特異塩基配列を用いて,高感度に特定の菌株を検出する
事が可能であると考えられる｡そこで,実際の天然菌叢よりPB4株類似の
I'. putidaの検出を行ったo
陳t 4. A,yrB逓伝子塩基配列より推定されるP. putidaの種内系統関係｡P. putidlz
共通プライマーP737およびP1213rにより増幅される領域の内636bpを
用いて, N-J法により推定を行-)た結果を示すo
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図5. P.Putida共通プライマーP737, P1455rにより増幅されたPCR断片の制
限酵素消化パターン｡ 1: IFO14164, 2: IFO14671, 3: ATCC17485, 4:
ATCC23975,5: JCM6156,6: PB4,7: K23-1,8: PpG7,9: FK715,10:
A10, ll: BH
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表2　P. putidaのgyrB遺伝子増幅用PCRプライマーのデザイン
Name of primer ?F没也V6ﾆV?芳W6W?V?R?ength (bases) ? ??6昧6宥?
P734 ?24 都3BﾓCs?Sense ??WF芳?
P1455r ??t?4t45DttuD?t?tuEB?4 ?CSRﾓ?s? ??WF芳?
P895 ?23 塔迭ﾓ?r?ense 筈4ﾓc?f?E?B?
P1213r ?23 ?#?ﾓ?3R??#B?
辛: PositionはEMBLに登録されているP.putidaのgyrB (PPGYRBG)上の
位置を示す｡
A
vN凸Y Pa胡a6lP･二山】Sg
寸gdePJV)d a
9St9mUrEZPfyTdd基L寸rOJlePfy7d a
90LOSnS凸SuaBLlmJJ a
osc1三eS2]LhJae a
6LCZLOjlemyrfOUeqJe a
S9L寸tOjLuaZnJS a
寸gdePlyTd.a
9SL9mUrePJV)d a寸9t寸LOjlePLyTd･d
寸gdePlyTd a
9SL9MUrePJy7d a寸9t寸rOjlEZPly7d a
図6.種特異,および種内サブグループ特異PCRプライマーによるgyrB遵伝
子の選択的増幅｡
A: P.putida種特異プライマーP737およびP1455rによる増幅
B: P.putidaサブグループ特異プライマーP895とP1455rによる増幅
C: PPutida PB4株特異プライマーP1213rとP895による増幅
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これらの特異プライマーを用いて, '94年7月にミクロネシア及び太平
洋上から採取した海水･底質資料よりP.putidaのPCR法による検出を試
みた｡各サンプルは原油培地･プロピルベンゼン培地･デカノール培地に
接種して,約1ケ月間集積培養を行った｡遠心による集菌後, lysisBuffer
(1% Tween, 20.5% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI, 1 mM Na2EDTA)
を加えて10分間約85oCで加温して潜菌させ,これを試料としてPCR法
による増幅を行ない,増幅の有無により集積培養菌叢中における目的菌の
存在を判定した｡ YAP, PALAU海域および太平洋上において採取した
129サンプルより, P.putida共通プライマーP373, P1455rを用いてPCR
を行った所, 20のサンプルでPCR断片(約747bp)の増幅が認められた｡
これら断片を鋳型としてさらにP895, P1213rを用いて増幅を行ったとこ
ろ, 14サンプルより増幅断片(約343bp)が得られた｡この結果は集積菌
叢中に, PB4株の近縁菌が存在していることを示している｡これらサンプ
ルの一部よ･りさらに増幅されたDNA断片を回収して直接塩基配列の決定
を行ったところ,それらの塩基配列は100% PB4株と一致していた｡ PB4
株の近縁株はクウェートの海岸より採取したサンプルからも検出されてお
り,炭化水素資化能を有するPputida PB4株の近縁株は,海洋環境中に
ほぼ普遍的に存在する事が示唆された｡また, gyrBの増幅による特定の株
(亜種?)の検出が可能であることが確認された｡
gyrBのような構造遺伝子は従来法よりも高い解像度を与え,微生物の
種の定義や多様性を論ずるうえで重要な知見を与えるものと著者らは考え
ている.もちろんgyrB以外の構造遺伝子を用いても,以上に述べた方法論
を構築する事が可能である｡単一の遺伝子による系統関係の推定が,常に
正しい結果を与えるとは限らないので,複数の遺伝子について同様のシス
テムを構築し,本方法の妥当性をさらに検討してゆこうと考えている｡
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土壌細菌の挿入因子
南　沢　　　究
Kさん
以前,MさんやHさんにお手紙を書いて,わたくしの行ってきた研究を
ご紹介し,共生窒素固定菌の分子生態学について思いを巡らしてきました｡
ダイズ根粒菌のDNAフィンガープリントの多様性の仕事の中で,私が特
に興味を持ったのは挿入配列様の反復配列RSα ･ RSβを極めて多数保有
する超反復配列保有株と名ずけたダイズ根粒菌単離株が特定の圃場から分
離されたことです｡前回のお手紙と若干重複しますが,今日はまず,この
超反復配列保有株のことからご紹介し,土壌細菌の挿入因子(挿入配列)な
どの可動遺伝因子の生態について考えてみたいと思います0
1.ダイズ根粒菌超反復配列保有株
土壌中のB771dyrhizobium属ダイズ根粒菌の遺伝的多様性をみるため
に,挿入配列様の構造を持っている反復配列RSα ･ RSβをプローブとし
て, 6ヶ所の圃場由来の213単離株を対象にDNAフィンガープリントを,
以前調べていました1-3'｡その過程で,異常に多数のRSα･RSβ配列を保
有するダイズ根粒菌が,新潟農試中沢圃場と長倉圃場および十勝農試の圃
場から多数単離されていることが分かり,超反復配列保有株と名づけまし
た｡
超反復配列保有株のハイプリグイゼ-ションの放射能強度をRSα･RSβ
のコピー数が判明しているUSDAllO株のシグナルと比較することによっ
茨城大学農学部,東北大学遺伝生態研究センター
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て,中沢･長倉の超反復配列保有株には86-175コピーのRSαと22145コ
ピーのRSβが,十勝の超反復配列保有株は43-54コピーのRSαと41-51
コピーのRSβが存在するものと推定されました｡中沢･長倉の通常のダイ
ズ根粒菌単離株も含めて,普通, RSαはト12コピー, RSβは2-11コピー
程度でありますoこれらの結果を横軸にRSαコピー数,縦軸にRSβコ
ピー数をとり,プロットしてみると図1のようになります｡この図は超反
復配列保有株がいかに多数のRSα ･ RSβコどこを保有しているかという
ことを示しているだけでなく,新潟の中沢･長倉超反復配列保有株と十勝
の超反復配列保有株とは明らかに異なっていることも示していました｡ち
なみにアメリカ中西部の最も優勢な土着ダイズ根粒菌USDA123株は十勝
タイプに入りました｡
次に,これらの超反復配列保有株と通常株の共生状態の性質と単生状態
における生育速度を比較検討しました｡両者は共生状態においてはほぼ同
等な根粒形成能･窒素固定能･ヒドロゲナーゼ活性を示した｡しかし,早
生状態の生育は明らかに異なっており,各種の培地において超反復配列保
有株の方が通常株より緩やかな生育を示しました｡また,面白いことに,
mf遺伝子, hup遺伝子をプローブとしてハイプリダイゼ-ションを行う
顛-ojE槻潜gS∝
0　　　　03　　　　2
20　　40　　60　　80 100 120 140 160 180
RSα推定コピー数
図1超反復配列保有株RS推定コピー数
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と,新潟タイプの超反復配列保有株はそのハイブリダイゼ-ションバンド
がシフトしたり重複していました｡ (図2,図3)｡これは,単に塩基置換と
いった変化ではなく, mf遺伝子, hup遺伝子の周辺で欠矢や挿入といった
ゲノムの再編成が起こっている可能性を示唆しているものと考えられまし
た｡
反復配列や挿入配列のコピー数が極端に多い他の例として,ある赤痢菌
(Shiglla dysenteriae)がis0-ISlという挿入配列を150コピー保有してい
るという報告4)や遺伝的に不安定な酢酸生産菌(Acetobactor pasteur-
ianus)のゲノム上に挿入配列IS1380が100コピー程度存在しているとい
う報告5)があります｡また,好塩古細菌であるHalobacterium halobiumは
ゲノムの再編成が頻繁に起こり,遺伝的に不安定な細菌であることが知ら
れていますが,この好塩古細菌のゲノムには多くの種類の反復配列が全体
で少なくとも500コピーは存在していると推定されています6)｡これらの
例も,ダイズ根粒菌超反復配列保有株ではゲノムの再編成などの変化が起
こっている可能性を支持していました｡そこで,ゲノムの再編成を確かめ
るために,超反復配列保有株におけるRSα･RSβの分布や特徴を調べてみ
III II III I II I II
<9.5kb
図2　超反復配列保有株におけるmjDKハイプリグイゼ-ションバンドサイズ
の変化
Total DNAをHz'ndIIIで消化して作成したサザンプロットに対して,ニ
トロゲナーゼの構造遺伝子mPKをプローブとしてハイプリダイゼ-
ションを行った｡阿見単離株(上段)はすべて通常株で,ハイプリグイゼ-
ションバンドは9.5kbであるが,新潟の長倉単離株(下段)の超反復配列保
有株(▼)は,すべてmPKハイプリグイゼ-ションバンドのシフトを起
こしている｡
-5.9kb
-5.9kb
図3　超反復配列保有株におけるhupハイプリグイゼ-ションバンドの重複
Total DNAをHindIIIで消化して作成したサザンプロットに対して,
huPをプ占-プとしてハイプリグイゼ-ションを行った｡福山単離株(上
段)は,すべて通常株でHup+株は必ず5.9kbハイプリダイゼ-ションバン
ドが1本観察された｡一方,新潟の長倉単離株(下段)の超反復配列保有株
(▼)の一部では,ハイプ1)ダイゼ-ションバンドの重複が観察された｡ hup
遺伝子はニトロゲナーゼより放出された分子状水素を再酸化してエネル
ギーを回収するUptake Hydrogenaseの1arge subunitとsmall subunit
をコードしている遺伝子で,一部の根粒菌にしか存在しない｡
ました｡
2.超反復配列保有株におけるRSα ･ RSβの分布
RSα配列は,図4のような1,126bpの大きさで,両端に9bpのinverted
repeatと大きなORF (OpenReadingFrame)があり,原核生物の挿入配
列と類似の構造的特徴を持っています9)｡おそらく,このORFはRSαの転
移に必要なトランスポゼ-スをコードしているものと思われます｡
超反復配列保有株におけるRSα･RSβの分布を調べるには,まずゲノム
全体をパルスフィールド電気泳動によって解析することが必要ですが,ダ
イズ根粒菌はゲノムサイズが8,000kb程度と大きく,また,適当な制限酵
素も少なく解析が困難でした｡そこで, Heteroduplex分析とPCR分析を
RSα配列を中心に行ってみました｡
もし超反復配列保有株においてゲノムの再編成が起こっていれば, RSα
やRSβが近接することもあるはずで,逆方向反復配列を物理的に検出で
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:200bp:
lR
OP1 3
Eコ lR
イト
OP1 4
図4　RSα配列(1126bp)の構造(文献9)
IR ; Inverted repeat, OP ; Outer Primer
きるOhtsuboらが開発したFold back element形成法(Heteroduplex形
成法) 7-8)によってRSαやRSβが検出できるのではないかと考えた訳で
す｡その原理は図5に示すように,染色体DNAを一本鎖に変性,再生させ,
続いてSlヌクレア-ゼで処理することによって,挿入配列やその他の繰
返し配列を二本鎖DNA断片として分離することができるというもので
す｡ただし,この方法では逆方向の繰返し配列しか検出されず,順方向の
繰返し酉己列は検出されません｡
最初に, Heteroduplex形成法の検出感度を知るためにトランスポゾン
IS IS ds-total DNA
Denaturation I 100｡C 5min
RenaturationI65℃　20sec in 0.3M NaCl
｣L
Sl nuclease
/
､ /こ音仁!,Gele_I-tr(
図5　Heteroduplex形成法の原理
- Gel electrophoresis
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Tn5(図6 (ii)脚注))がゲノムに一つ挿入されたダイス根粒菌とその親株
を調べてみたところ,親株では何も検出されないのに対し, Tn5が挿入さ
れたダイズ根粒菌では, 1.5kbの逆方向のIS5()が検出されました｡した
がって,本法はゲノム上の近接した1組の逆方向繰返し配列でも検出可能
であることが判明しました｡
次に,新潟タイプの中沢･長倉の超反復配列保有株NC32aとNK6株の
Heteroduplex分析を行いました(図7)｡通常株USDAllOではほとんど何
も観察されないのに対して,新潟タイプの超反復配列保有株では多数のバ
ンドが観察され,最も強いシグナルを与える1.2kbのバンドは,ハイプリ
ダイゼ-ションよりRSα配列そのもので, RSaが逆方向で近接して存在
していることが分かりました(図8A)｡また, 2倍の大きさの2.4kbの位
置にもハイプリグイゼ-ションシグナルが観察されたので,図8Aに示す
ような2個の2重タンデムRSα･が逆方向に対峠している構造が推定され
ました｡.さらに,同じ土壌から単離された超反復配列保有株と通常株
Heteroduplex分析を行ったところ(図9),新潟タイプの超反復配列保有株
すべてにRSαのバンドが観察され,また,全ての超反復配列保有株にRSβ
とハイブリダイゼ-ションを起こす1.4kbのバンドが観察されました｡
RSβはあまり調べられておらず0.95kbと報告されていますが9',大きさ
が異なっている可能性もでてきました｡また,アメリカの中西部で優勢な
土着ダイズ根粒菌であるUSDA123は,ここでも十勝タイプの超反復配列
保有株と類似していました｡
pcR法では,通常のPrimerとは異なって, RSα配列の外側を増幅でき
るようにデザインされたOuter Primer 13,14 (OP13, OP14)を用いまし
た(図4)｡新潟タイプの超反復配列保有株NK6ゲノムを鋳型として,OP13
のみ,OP14のみ,OP13とOP14の混合Primerを用いてPCR増幅を行う
と,図10のようにそれぞれ大きさの異なる断片が増幅されました｡その他
の新潟タイプの超反復配列保有株の結果も合わせて,主な増幅DNA断片
の大きさからRSαの存在状態を推定したのが図8Bです｡新潟タイプの超
反復配列保有株ではRSαが0.5-2.4kbの間隔で逆方向状態で存在し,ま
た,順方向では少なくともRSαが2重タンデム状になっていることが分
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A　(i)　工S
lnp
≡:I
に二二二二二コ
(ii)　CompositeTn
B　(i)　Tn3
(Ii)　Tn 501
G     g=1
｢二._:r.__ 1｢ _　-T.I.:
A a
C Mu
図6　細菌の挿入配列およびトランスポゾンの3つのクラス16'
A.挿入配列(IS; Insertion Sequence)と複合トランスポゾン(Tn)
挿入配列の大きさは, 750bpから1,600bpの範囲である｡一般に挿入配
列は単一のトランスポゼ-ス(tnp)遺伝子を持っている｡複合トランスポ
ゾン(CompositeTn)は, 2つの挿入配列のコピーに挟まれた薬剤耐性遺
伝子などをもったDNA断片からなっている｡その2つの挿入配列のコ
ピーは逆方向あるいさ孝順方向であるo例えば,実験的な変臭源として汎用さ
れているTnSは逆方向の1.5kbのIS50の2つのコピーの間に,カナマイ
シン耐性遺伝子を含む2.7kbのDNA断片を持っている｡
B. Tn3ファミリートランスポゾン
TnpAとTnp別ま,それぞれトランスポゼ-スとコインテグレートリゾ
ルベースの遺伝子である｡ resは融合(Cointegrate)と解離(Resolution)
の部位である(図11参照)o (i) Tn3と(ii) Tn501に代表される2つのサ
ブグループに分類されるo
C. Muファージ
Muファージは約37kbからなる二本鎖直線状DNAを持つ溶原性
ファージで,大腸菌ゲノム中で転移複製しながら増殖する｡その際,宿主ゲ
ノムの一部を両端に巻き込みながら高頻度に転移をおこす｡左端のA, B遺
伝子は転移と複製に必要な領域である｡右側のG領域は約3 kbの逆位可能
な領域であるo gin遺伝子はTn3ファミリートランスポゾンのtuPR遺伝
子と似ており, G領域の逆位を起こす部位特異的組換え酵素をコードして
いる｡
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⊃2:2:　D 2:2:　D2:2:
RSα-Speci fie hybridiZatiotI
図7　超反復配列保有株のheteroduplex分析とRSaハイプリグイゼ-ション
USDAllOは通常株, NC32a, NK6は,新潟タイプの超反復配列保有株で,
ゑれぞれ中沢･長倉単離株
A) Heteroduplex Analysis
つ
B) PCR Analysis
OP13
ゝ　0.86-2.4　kb
･■:
OP13
OFIll
)I
=1
0P13
◎.5-◎.8 kb
図8　Heteroduplex分析(A)およびPCR分析(B)により推定された新潟タイ
プ超反復配列保有株ゲノムにおけるRSαの存在状態
pCR分析は中沢超反復配列保有株NC32aおよび長倉超反復配列保有株
NK5/NK6の結果をまとめたものである｡
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事:
≡§藍11:量Ebb
図9　ダイズ根粒菌USDA株,中沢･長倉･十勝単離株のheteroduplex分析
接頭辞NC･ NK･Tはそれぞれ中沢･長倉･十勝単離株を示す｡
#は超反復配列保有株,無印は通常株を示す｡
かりました｡通常株では明確な増幅産物が認められなかったので, RSα配
列の少なくとも一部は超反復配列保有株ゲノム上で局所的にかなり密集し
ていると想像されました｡
3.超反復配列保有株におけるゲノム再編成の要因とメカニズ
ムに関する考察
上述の結果は,超反復配列保有株ではゲノムの再編成が起こっているこ
とを支持しており,また, Hotspotの存在を示唆しています｡また, PCR
法で調べた逆方向RSα間の摩離は各々の超反復配列保有株で固有の値を
示したので,超反復配列保有株で起きたゲノム再編成は一定の方向へ収れ
んしていくものではないと考えられました｡それでは, ｢いつ｣, ｢どのよう
な原因｣によって, ｢どのようなメカニズム｣でそのようなゲノムの再編成
が起きたのでしょうか｡
ゲノムの再編成が起こった時期について, 2つ4)可能性が考えられます｡
っまり,過去の一時期に集中してゲノムの再編成が起きた可能性と現在も
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図10　0uter Primer 13/14の組合せによる超反復配列保有株NK6ゲノムの
PCR分析
顕著に増幅されたDNA断片の大きさ(kb)からPrimerとRSαの両端の
距離を差引くと次のようになる｡ OP13, 1.3kb; OP14, 0.8kb; OP13/
OP14, 0 kb.
その能力を保持している可能性です｡
次にその原因についてですが,これを明らかにすることはたいへん難し
いことです｡しかし, 1つのヒントは何故新潟や十勝の土壌のみで超反復配
列保有株が生成されたのかというところにあると思います｡可動遺伝因子
の存在やそれによって引き起こされる種々のDNA再編成が遺伝的不安定
性の原因になるという概念をトウモロコシ穀粒の遺伝的斑入りによって最
初に提唱したBarbara McClintockは,ゲノムの再編成をもたらす要因を
｢ゲノムストレス｣とよんでいます10)｡この｢ゲノムストレス｣の実態は明
らかにはなっていませんが,この考え方は広く受け入れられているようで
す｡挿入配列を転移させて単離するために,ほとんどの菌を致死にいたら
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しめるような高いレベルの紫外線や放射線の照射を行っている研究者も中
にはいるようです｡しかし,圃場条件ではそのような極端な紫外線や放射
線の照射条件は存在するはずはありません｡私が,超反復配列保有株の話
をすると決まってこのストレス因子に関するアドバイスがあり,｢雪の降る
北の圃場だから積算温度じゃないか｡｣ ｢バーナT)ゼ-ションのような低温
ストレスではないか｡｣ ｢いやファージや他の微生物ではないだろうか.｣と
いう意見を拝聴することになります｡その他,施用している農薬･土壌薫
蒸剤,肥料,環境汚染物質,栽培している宿主作物などが考えられますが,
有効な検出系を確立してから,中沢圃場･長倉圃場･十勝圃場の管理を十
分調査して取り組んでみたいと思っています｡
最後に,メカニズムについてですが,最大のポイントは超反復配列保有
株のゲノム再編成が非相同組換えで起こっているのか,あるいは相同組換
えで起こっているのかという点ですo挿入因子や/トランスポゾンは自身が
コードしているトランスポゼ-スなどの働きにより,図11に示すような
色々な種類の非相同組換えを起こします11)｡そこで, RSα･RSβが自律性
因子(autonomouselements)として非相同組換えを起こしている可能性
が一番高いと信じていました｡また,別の可動遺伝因子のトランスポゼ-
スなどがトランスに作用して転移できる非自律性因子(non-autonomous
elements)としてRSα･RSβが非相同組換えを起こしている可能性も確か
にあります｡今回のワークショップで最もショッキングな質問は,通常の
逆位や欠矢などの相同組換えのみでも超反復配列保有株のRSα ･ RSβの
コピー数の増加を説明できるのではないかという質問でした｡まだ,十分
考えていませんが,もしその可能性があるなら超反復配列保有株のゲノム
再編成が相同組換えで起こヮているのか否か明らかにする必要がでてきま
す｡
以上にような｢いつ｣, ｢どのような原因｣によって, ｢どのようなメカニ
ズム｣でゲノムの再編成が起きたのかという点について検討するためには,
①超反復配列保有株ゲノムにおけるRSα ･RSβの分布やその周辺の構造
を詳細に解析すること, ②超反復配列保有株あるいは通常株において転
移やゲノムの再編成を実際に起こし,それを検出することが必要であると
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図11挿入配列およびトランスポゾンが関与する非相同組換えの種類13)
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考えられます｡
構造の解析として,当面, RSα間のスペ-サー領域やタンデム状の接続
部分をシークエンスすることにより,もう少し様子が明らかになるのでは
ないかと考えています｡また,超反復配列保有株の代表株のライブラリー
をつくりRSα ･RSβの存在状態の全体像を明らかにすることも計画して
います｡このような構造解析からゲノム再編成のメカニズムや時期に関す
る情事的ミ得られるのではないかと考えています｡
転移やゲノムの再編成の検出に関しては,いくつかのアプローチがあり
ます｡もともとマーカー遺伝子を持たない挿入配列(図6)は,細菌の遺伝
子発現に強い極性変異を起こすことで発見されました11~14'｡したがって,
何かの遺伝子発現(例えば, β-Galactosidasell'やAIcohoI Dehydr0-
genase5,)に着目し,その遺伝子が不活性化されたクローンから挿入配列を
単離することができます｡しかし,この方法はし＼ゝわゆるNegativeScreen-
ingであり,転移や再編成の頻度が低い場合は大変な実験になりますoそこ
で,効率のよい,いくつかのPositiveScreening系が考案されていますo最
も凡用されているのは,枯草菌のLevansucraseという酵素をコードして
いるsacB遺伝子を広宿主域プラスミドベクターに組み込んだEntrap-
ment plasmidを用いる方法です15'｡このプラスミドを挿入した細菌は,5%
スクロースを含んだ培地中では1時間以内に溶菌して細胞が致死に至りま
すが, sacB遺伝子に挿入配列やトランスポゾンが移転すると致死から免
れ,コロニーを形成するというものであります｡今後, EntrapmentPlas-
midを用いて,種々の｢ゲノムストレス｣条件下で,超反復配列保有株や
通常株におけるゲノム再編成について調べていきたいと考えています0
4.環境試料からの挿入配列などの可動遺伝因子の検索の意義
と戦略
今までは,ダイズ根粒菌の超反復配列保有株を例として,原核生物の挿
入配列やトランスポゾンを中心にお話ししてきましたが,真核生物にも各
種の可動遺伝因子のあることが分かっています｡おそらく可動遺伝因子は
一大生物圏を構成していると推定されています.広義の可動遺伝因子の役
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割は,遺伝子発現スイッチングや制御,遺伝子水平伝達だけでなく,生物
進化の原動力の1つでもあると考えられています｡しかし,現在は,対象
とする材料は主に大腸菌･トウモロコシ･ショウジョウバエなど特定の生
物に限られており,また,遺伝的解析を伴うため研究者が選んだ生物材料
の可動遺伝因子を1つずつ丁寧に調べていくことが普通のようです｡この
ようなことを言いますと専門の万にお叱りを受けそうですが,一つずつの
研究事例の積み重ねのみで,はたして可動遺伝因子の全般的な理解に到達
できるかという'ことです｡もっと生態系を反映した環境試料そのものを対
象とした可動遺伝因子の研究方向もあってよいのではないでしょうか｡私
は,このような方向を｢可動遺伝因子の生態学｣と呼びたいのですが,そ
の概念の方法論も漠然としたものでした｡最近,微生物の教科書で,プラ
スミドの分子育種に土壌を使うと,複数の別のレプリコン上の遺伝子を1
つのプラスミドにたやすく集めることができるという話を読んで,生態系
から可動遺伝因子を見直すのも面白いかもしれないと考え直すようになり
ました｡
このような方向の研究の第一歩として, Ilさんがつくられた細菌のエコ
コレクションの代表株を対象として,さきほどのHeteroduplex形成法に
より反復配列や挿入因子の単離を試みましたが,それらしいものは極めて
少数しか得られませんでした｡そこで,環境試料そのものを対象として
Heteroduplex形成法やEntrapment Plasmidによって可動遺伝因子を調
べられないかと考え始めました｡環境試料としては, ｢ゲノムストレス｣が
かかり,しかも特定の微生物が優占しているものが好ましいと思われます｡
例えば,堆肥,赤潮,アオコフロック,下水汚泥,糞便,抗生物質･農薬･
金属などの人口汚染物質が流入している河川の底質,最近話題になってい
るEM菌群など想像をたくましくしております｡Kさん,もしよいアイ
ディアやご意見がありましたら,是非教えて下さい｡
5. ｢遺伝生態｣をどうとらえるか
本ワークショップでは, ｢遺伝生態｣をどのようにとらえるかという問題
提起がありました｡そこで,私見をのべさせて頂きます｡
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｢遺伝生態｣の｢生態｣は生態学を意味すると考えられます｡生態学は生
物と環境の相互作用を扱う学問ですので, ｢遺伝生態｣とは,遺伝的(分子
生物学的)手法によって生物と環境相互作用を扱う学問ということになり
ます｡さきほど述べました｢可動遺伝因子の生態学｣などは,もし実現す
ればこの範噂に入るでしょう｡
生態学の教科書には,自然界の階層性の一つとして,生物の階層性につ
いて次のような記述がよくあります｡
遺伝子一細胞一組織-個体-集団一共生体一群集
生態学の守備範囲
さらに,各階層に独自の法則性が存在しますが,各階層は互いに関連し
て連続的である旨の記述も必ずあります｡もし, ｢遺伝生態｣が｢遺伝子生
態学｣と同義であるとするなら,遺伝子という最も下位の階層と群集とい
う最も上位の階層を含むことになります｡したがって, ｢遺伝生態｣とは遺
伝子から群集までをトータルに扱う生物学になるのではないでしょうか｡
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前回(IGEシリーズNo.13)のお手紙から, 3年が経過しました｡この
間,私たちは,微生物生態と分子生物との相互浸透のための,いくつかの
試みをしてきましたo当研究センターで,先頃(平成6年11月8,9日),｢遺
伝生態の諸問題｣というテーマで,ワークショヅプが開かれ,私も表記の
演題で,これまでの試みのいくつかについて紹介し,私なりの考えかたに
ついて話題提供をしました｡本日は,その内容の概略をお伝えし,ご意見
をいただきたく,筆をとらせて頂きます｡
1.基本仮設:培養困難な細菌の生物間相互作用および物質循
環への寄与は無視可能である
土壌などの自然環境における細菌群集を研究しようとする場合,いつで
も私たちの行く手を阻むもっとも深刻な困難は,培養困難な細菌存在であ
ります｡私は,最近次の仮設の導入を真剣に提案したいと考えます｡すな
わち, ｢培養困難とされる細菌の多くは,活動性がきわめて小さく,かつ容
易には活動的になれない静的生理状態(quiescentstate)にあり,培養可能
な細菌の多くが,活動的または容易に活動的になれる動的生理状態(active
state)にあることとは,生態的状態という点で対照的である｣ということ
です｡ここで｢活動的｣いうのは,生物間の相互作用において積極的な役
割を果たすという意味と,生態系における物質代謝または物質循環におい
東北大学遺伝生態研究センター
146
て質的または量的な寄与を行なうという意味の双方が含まれています0
これまで,土壌微生物,とくに細菌については,醗酵型と土壌固有型と
いうコンセプトがありました｡これらのコンセプトは,今回の基本仮説の
なかでは,活動的な生理状態にある細菌,つまり培養可能な細菌のサブ･
コンセプトとして位置づけられます(表1)0
何をもって培養困難とするかという問題があります｡理論的には色々議
論すべき点がありますが,一応,土壌細菌の平板培養を前提に,非選択培
地で10日以内に出現するコロニー形成曲線に沿ってコロニーを形成する
細菌とすることを提案したいと思います｡
いずれにせよ,この基本仮設を採用することは,これから述べます土壌
からの単離菌株で,細菌群集のある種の議論ができるという主張に通じま
す｡
2. 7羊/･タイプとゲノ･タイプ
細菌の分類では,個々の細菌の具体的な生物像を描くのに,細胞の形態,
染色性,運動性などの簡単な性質の他に,各細菌のもつ各種の化学的活性,
すなわち各細菌がどんな物質を酸化または還元できるか,どんな物質を合
成または分解できるか,という能力に大きく頼ってきました｡
ところで,細菌の場合,以前からよく指摘されてきましたように,変異
性が非常に大きく,とくに化学的活性の有無は,遺伝的変異は勿論,培養
条件,プラスミッドの有無によっても左右されます｡そうした事情から,
フェノ･タイプよりゲノ･タイプで研究を進めたいという期待が,生まれ
てきます｡しかし,両者の一方だけで,生態系で生活している細菌群集の
構造を論ずる基礎となる細菌個々の特性,類別がまとまるとは,期待でき
表1培養凶難菌と培養可能蔚vs固有型菌と発酵型菌
説明 
培善困難菌 ?94?iyﾘ???gx,xｨ???ｒ?
培-能菌工芸慧芸冨 ???iyﾘ???ｨ??伜???
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ないと考えています｡
事実,現在の私たちは,フェノ･タイプ,ゲノ･タイプのいずれかを選
ぶという立場をとらず,寧ろ両者の解析を並行させて群集構造の解析を試
みる立場をとっています｡
3.細菌群集構造研究の新しい手段としてのエコ･コレクション
ところで細菌群集を研究する場合,現在二つの立場があります｡ひとつ
は,細菌が生態系で果たす役割,とくに物質循環での役割を考慮して,窒
素固定,窒素無機化,硝化,脱窒などの素過程を担う細菌を,選択培地を
用いて選び出し,計数したり,分類的検討をしたりする立場です｡もうひ
とつは,非選択培地上に形成した細菌コロニーから,ランダムに細菌を単
離し,その分類的検討を行なう立場です｡前者は,群集の構造単位として
特定化学機能を考えるのに対して,後者は培養可能な細菌すべてをひとつ
の集団と考え,その種構成を問題にしています｡
前者の立場では,つぎのことが問題となります｡すなわち,ひとつの細
菌が複数の化学的活性グループに属することができますし,逆にどのグ
ループにも属さない培養可能な細菌も,多数出てくることです｡_群集構造
を解析する立場からいえば,培養可能細菌のすべてを,系統的にグルーピ
ングできることが,望ましいに違いありません｡
また,個々の細菌を研究する際の前提となる単離過程にも,重要な問題
があります｡一般に,適当な培養時間の後,平板に現われた細菌コロニー
の中から適当数のコロニーを適当に選び,各菌を単離します｡培養時間,コ
ロニーの選択で,二重の悪意が入ります｡こうした悪意性を最小限に留め
る方法が求められます｡　′
そこで私たちが注目しますのは,土壌細菌群集を平板上で培養しますと,
図1のように培養時間とともにコロニー形成が進行する事実です｡図の曲
線をコロニー形成曲線(colonyformingcurve; CFC)と呼びます｡この
過程は,純粋培養菌のコロニー形成が一次反応的に進行するというFOR
モデル曲線1)によって,シミュレートされます｡各シミュレート曲線を成分
曲線(componentCFC; CCFC)と呼びます｡このシミュレートの意味に
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図1水田細菌コロニー形成曲線
(Gorlach and Hattori2))
っいては,別に論ずるとして,各成分曲線に沿って出現したコロニーの中
から,それぞれ一定数q)コロニー選び,単離した細菌をまとめ,対応する
cCFCグループとします｡
興味あることに,単離菌株が平板上で培養した際,コロニー出現までに
必要な時間(tr)は,各グループ内ではほぼ等しい値を,またグループ間で
は明確に違った値を示します(図2)2)0 trは,土壌中で静止状態にある細菌
が,栄養供給によって増殖を開始し,土の微小部位で一定の微小面積を自
分の子孫で占めるに必要な時間を反映しているものと考えられます｡
そこで,上記の数個のcCFCグループからなる単離菌コレクションは,
一定の培養時間(200-300時間)内で,いろいろな速度で微小コロニーを
形成できる各細菌グループを代表するものと考えられます｡その意味で,こ
のコレク〔ションを(培養可能)細菌群集検討のためのモデル･コレクショ
ンとし;ェコ･コレクションと呼ぶことにしています｡なお,上記培養時
間を越えるコロニー形成は,数千時間に及ぶ緩やかなcCFC曲線ですが,
単離後,再培養することがきわめて難しいグループのようです｡したがっ
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図2　草地細菌の各cCFCグループでのtr分布
(Kashihara, Y. and T. Hattori, 1991)
上よりグループⅠ, ⅠⅠ, ⅠⅠⅠ, ⅠⅤの分布
て,現段階の研究では,除外せざるをえません｡
4.ゲノムDNAから見る(1) :グロ-パルなI)NA特性
私たちが,これまでに確立したエコ･コレクションは,水田細菌でひと
つ(1992)と草地細菌でふたつ(1987と1992)と合計三つです｡これらを
対象に,細胞形態,増殖,各種化学的活性3,4),細胞表面特徴5･6),キノン種
成分,ホパノイド化合物の有無などのフェノ･タイプを検討することと並
行して,ゲノムDNAを対象として以下のような二つの角度からの検討を
開始しました｡
第-は,各菌株のゲノムDNAのグローバルな性質として, G+C含量と
ゲノム･サイズの決定,第二は特定遺伝子の塩基配列の相同性を基礎にし
た検討です｡
エコ･コレクションに所属する菌株G+C含量の分布
細菌のゲノムDNAのG+C含量は,分類的基準として利用されていま
す｡したがって,その分布は細菌群の種類組成をある程度反映している考
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えることができましょう｡
コレクション所属菌株の全体的なG+C含量の分布は,岩手大,芳賀･
若尾と共同研究を行なった水田細菌の場合,図3のようになりました｡モ
ル%が, 30から75におよぶ広い領域に分布し,構成細菌の多様性を示唆
しています｡また, 50付近に最小値があり,多くの菌株のG+C値が両側
にシフトしている現象は,草地細菌でも見られます｡この現象が何を意味
しているのか,今後考えてみたいと思っています｡
興味あることに, Tiedjeたち7)が米国のいくつかの耕地で土壌から直接
抽出したDNAについて, bisbenzimideと複合体をつくらせ, CsClを用い
た分画遠心で求めたG+C含量分布はいずれも互いに似ていたと報告して
います｡その結果と私たちの結果とを比較しますと,両者がこれまたよく
似ています｡後者は,培養困難な細菌からもDNAが抽出されたと考えら
れ,その結果とコレクション所属菌株の結果とが,よく似ているというこ
とは,私たちが構築したエコ･コレクションが,一相当程度,耕地の細菌群
集の主要成分をよく代表しているとは,いえないでしょうか｡
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図3　水田エコ･コレクション所属菌株のGC含量モル比の分布
(芳賀･若尾･ Gorlach ･服部;未発表)
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次に, cCFCグループ毎の分布ですが,図4に示しましたように,増殖速
度の早いグループⅠ, ⅠⅠは比較的集中分布をし,遅いグループⅠⅠⅠ, ⅠⅤで分
布の広がりが見られ,種類構成が前者は単純で,後者は多様であることを
示唆しています｡このことは,また前者が発酵型,後者が固有型であるこ
とに対応するものと思われます｡すなわち,発酵型は増殖速度が速く,そ3;｢
つ【
S≡L'･()S JO JaqlunN
G+C Content ( moICcl
図4　水田エコ･コレクション各cCFCグループ所属菌株のGC含量モル比の分
布(芳賀･若尾･Gorlach･服部;未発表) I
上よりグループI, II, III, ⅠV.
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のため瞬間の淘汰も起きやすく,種構成が単純化する傾向があるのではな
いか,それに対して固有型は増殖速度も遅く淘汰も緩やかで,多様な細菌
の共存が可能になるとは,考えられないでしょうか｡
しかし, G+C含量からのこうした推定は,不確実な面もあり,他の方法
によって裏付けられる必要がありましょう｡
各グループ構成細菌のゲノム･サイズ分布
ゲノム･サイズは,果たして細菌の種類構成･と何らかの関係をもちうる
のか,それは全くの未知数でした｡岩手大,芳賀･若尾と共同で草地細菌
コレクションを対象に測った結果を,表2にまとめておきました｡ご覧の
ように,増殖の遅いグループほど,大きいサイズになる傾向がみられたの
は,驚きです｡色々な解釈も考えられますが,いま少し実験的検討を加え
てからにしたいと思います｡
以上のゲノムDNAの全体的特性から,細菌群集の構造を論ずる試みに
ついて,述べました｡当然のことですが,細菌の特性を個々の化学的活性
で論じてきた細菌分類法に相当する情報を,この種の分析からえられるわ
けにはいきません｡もっとグローバルな傾向があればということだと思い
ます｡
5.ゲノムDNAから見る(2) :特定遺伝子の構造特性
16SrRNA塩基配列からみる細菌群集の構造
16SrRNAの塩基配列により,各菌株の系統分類的関係とcCFCグルー
プの間に,何か関係があるのかどうか,検討してみることにしました｡こ
れは,現在も進行中で,ここでは,岩手大,芳賀･若尾と共同で行なった
表2　草地細菌コレクション(1987)各グループ所属菌株のゲノ
ム･サイズ
(芳賀･若尾･笠原･服部;未発表)
グループ ?ｩ.或ｸｩI??ｽ均値±標準偏差 
Ⅰ 澱?.41±0.18 
ⅠⅠ ??2.69±0.30 
IH ?b?.06±0.54 
lV ?r?.67j=1.00 
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初期の研究結果について紹介したいと思います｡
結果を大きくまとめて見ますと,表3のようになります｡代表菌株群の
帰属クラスターは,グループⅠはグラム陽性菌のlowGC,グループⅠⅠはグ
ラム陽性菌highGC,グループIIIはプロテオバクタ-のベータ,グループ
IVは同じくアルファーでした｡各グループの5株は,いずれも上記のクラ
スターに同じように帰属しました｡これは,代表菌株として選んだものが,
いずれもGC含量分布のピークにくるものを選んだことが影響しているか
も知れません｡果たして他のGC含量比の菌株が,どのようなクラスターに
帰属するか,またその帰属に,各グループの特徴が見られるかどうか,覗
在検討中であります｡
dnaAの塩基配列, dnaA-boxの配置と細菌群集の構造
ここで,阪大,小笠原･吉川と笠原･服部との共同研究について,触れ
ます｡各菌株がゲノムDNAの複製開始前に蓄嶺するdnaAタンパクのア
ミノ酸配列の相同性をもとにつくったクラスターとこのタンパクが結合す
るゲノム上の部位(dnaA-boxといい,普通複数ある: IGシリーズNo13,
吉川論文参照)の配置のされかたによるクラスターがみごとに一致するこ
とが,草地土壌1987年エコ･コレクションで示されました｡またこうした
クラスターは, cCFCグループとも,よい対応関係を示します(表4)｡こ
れらの一致や対応関係が,果たして一般的なのかどうか,またどんな意味
をもつのか,いずれも今後の課題です｡
表3　草地細菌エコ･コレクションの各グループ代表菌株各5株の
帰属系統分類群
(芳賀･若尾･笠原･服部;未発表:本文参照)
グループ ?ﾈｩIMHﾘb?A属系統分類群 
I ?ﾃRﾃbﾃ3"ﾂ?Oラム陽性 1()WGC 
ⅠⅠ ?ﾃ"ﾃRﾆﾆﾂﾃ3?グラム陽性 high(iC- 
ⅠⅠⅠ ?ﾃBﾃ?ﾃ?ﾃ#"ﾃ#R?vロテオバクタ- 〟-クラスター 
lV ?ﾃ2ﾃ津?ﾃ3"?vロテオバク夕- α-クラスター 
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表4　草地細菌エコ･コレクションの各グループ所属菌株のdnaA-box
配置パターン
(笠原HJ＼笠原･吉川･服部,未発表)
グループ パターン 宙ｴ?隧I??
I ?HuB?TⅠⅠ ?Hu?
A B, 途??6 釘?ﾂ? 
B2～5 ?? 
C. ??3 
C2_4 ?? 
dnaEなどDNAポリメラーゼ遺伝子の分布
ゲノムDNAの複製と関連して,いまひとつ関心があるのは,DNAポリ
メラーゼです｡阪大の岩崎･中田両氏とGorlach･服部との共同研究で,水
田細菌のエコ･コレクションを対象に,大腸菌のもつ3種類のDNAポリメ
ラーゼ遺伝子(dnaE,)のプローブを用いて, hybridization法により,各
菌株にこれらと相同の遺伝子が検出できるかどうかを調べました｡結果は
まだ最終的まとめに入っていませんが,cCFCの各グループにまたがり,三
種または二種の存在を検出したもの,一種だけのもの,ゼロのものなど,い
ろいろな場合がありました｡これらの結果が,果たして上記のDNAポリメ
ラーゼの存在を意味するのかどうか,またあるとして,そのアミノ酸配列
にどの程度の相同性があるのか等々と,今後の課題が控えております｡
6.ゲノムDNAから見る(3):ISとプラスミッド
ゲノムDNAから細菌群集を見つめる時,細菌間でゲノムDNAの一部,
すなわち特定遺伝子などが移動する問題があります｡エコ･コレクション
を対象に,前者については茨城大,南洋氏との共同研究で,後者について
は笠原･服部が,手懸けております｡このワークショップでは南洋氏がIS
について話していただいております｡プラスミッドについて,後日紹介で
きればと,願っています｡これらも初歩的段階にあります｡
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7.今後に期待されるもの
現在進行中の分子生物学的手法による生物研究,その象徴的存在として
の分子遺伝研究は,私たちにこれまで予想もしなかった生命の姿を,つぎ
っぎと見せてくれます｡実際の生態系で生活している生物たちの生きざま
の解明は,余りにも複雑な諸条件の下で展開されており,分子生物学的研
究の進歩が直接影響しないかのように,考えられた時期もありましたoし
かし,いまでは,この可能性を否定する強力な根拠は見当たらなくなって
います｡ただ,どのような手法で,生きざまの研究に迫るのかが,問題に
なっているのだと考えます｡私たちの研究センターが,遺伝生態と呼んで
いる研究方向は,まさにこのような問題意識を反映しております｡
自然のなりゆきですが,こうした新し方法との出会いを受けとめる際,こ
れまでの研究での問題意識との関係でいろいろ`なタイプが生まれてきま
す｡また,異なったタイプ間での動揺もありましょう｡そういうなかで,ど
んな努力を重ねるのかも,問題となりましょう｡
私自身も,そうした渦中にありますが,いくつかの手法を取り入れなが
ら,苦悩しております｡すなわち, (1)これまで土壌微生物研究のなかで
もってきた批判的問題意識を生かすこと, (2)遺伝子的研究法を採用し
て,これまで考えも及ばなかった(そして恐らくいまでも･同僚研究者が
俄には同意できないような)プロジェクトを,できるだけ分子生物研究者
との共同研究として試みること,そして(3)これまで十分その真価が発揮
できなかったFORモデル,コロニー形成曲線理論をフルに生かすことで
した｡
ぉ分りのように,現在の私の諸研究には,上記の手法がしつこい程,頑
強に適用されています｡でも,どれをとっても,まだ他の研究者たちを納
得させるまで,研究が深まっていません｡さらに研究を進め,他の研究者
にも理解可能なところまで到達したいものだと願っております｡それにし
ても,これから一年が,大きな山場だと,思っています｡
いずれまた,お便り差し上げる機会がありましょう｡
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